





Die Sterinproduktion der Hefe 
bei Ziichtung nach dem Zulauf- und Liiftungsverfahren. 
Von 


F. Reindel, K. Niederlinder und R. Pfundt. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Institut und dem Institut fiir landwirt- 
schaftliche Technologie Weihenstephan der Technischen Hochschule 
Miinchen.) 

(Eingegangen am 18, Marz 1937.) 

Das Verfahren der Industrie zur Erzeugung von PreBhefe benutzt 
die Eigenschaft obergariger Heferassen, sich in einem zuckerhaltigen 
Nahrmedium (Melasse) bei Zugabe von Nahrsalzen und Zufuhr reich- 
licher Luft in feiner Verteilung zu vermehren; dabei kann der Stickstoff 
in organischer oder anorganischer Form gegeben werden. Bei richtig 
geleiteter Fiithrung liBt sich so im Héchstfall eine gegebene Stellhefe- 
menge um eine dem eingesetzten Melassegewicht (von 50°, Zucker- 
gehalt) entsprechende Hefemenge von 25 % Trockensubstanz ver- 
mehren, oder pro 100 kg eingesetzten Zuckers erhalt man im giinstigsten 
Falle 50 kg Hefetrockensubstanz. Bei Verwendung von Holzzucker 
kann diese bemerkenswerte Vermehrungsfahigkeit von besonders hierzu 
verwendeten Wuchshefen (Torulaarten) wesentlich zur SchlieBung der 
in unserer EiweiBernahrung vorhandenen Liicke beitragen [Futterhefe- 
erzeugung (1)]. Der Hauptteil der neu entstandenen Hefetrocken- 
substanz (50 bis 54°) besteht naimlich aus hochwertigem Eiweib, was 
man sowohl aus den analytischen Befunden (2) wie aus dem giinstigen 
Ausfall von Fiitterungsversuchen (3) schlieBen kann. 


Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, in welchem 
AusmaBe bei der Hefevermehrung Sterine aufgebaut werden. Diesen 
Gesichtspunkt haben auch Liiers und Mitarbeiter (2) bis zu einem 
gewissen Grade beriicksichtigt. Ebenso haben sich A. Heiduschka 
und H. Lindner (4) mit dem kolorimetrisch ermittelten Ergosterin- 
gehalt von Hefen und anderen Mikroorganismen unter verschiedenen 
Ernahrungsbedingungen befaBt. Die erwahnten Verfasser haben sich 
aber auf die Bestimmung des Prozentgehaltes der Hefen an Sterinen 
in der Trockensubstanz beschrankt. Wir haben den Schwerpunkt 
unserer Untersuchung auf eine genaue Bilanz der Gesamtsterine gelegt 
und zwar in der Weise, daB die mit den Rohstoffen und der Stellhefe 
eingebrachten Sterine und die in der Erntehefe vorhandenen Gesamt- 
sterine bestimmt wurden, wobei die veranderten Ernahrungsbedin- 


gungen durch die Garfiihrung genau festgelegt wurden. 
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Die verwendete PreBhefeversuchsapparatur wurde schon von W. Braun 
und FR. Pfurdt (5) beschrieben. Sie gestattet die Heranziichtung von Hefe 
nach dem Zulaufverfahren unter genau meBbarer Feinstbeliiftung in einem 
Endwiirzevolumen von etwa 20 Liter. Als Ausgangshefe diente eine Pref - 
hefe D, als Kohlenhydratquelle Rohrzuckermelasse, als Stickstoffnahrung 
Ammonsulfat bzw. Ammoniak und Diammonphosphat, womit gleichzeitig 
das Phosphorséiurebediirfnis der Hefe befriedigt wurde. In einer Gar- 
fiihrung wurde dagegen die Hefe mit rein organischem Stickstoff in 
Form eines filtrierten, wasserléslichen ErdnuSmehlhydrolysats ernihrt, 
um den EinfluB8 der Stickstoffnahrung auf die Menge der gebildeten 
Sterine zu ermitteln. Die fiir die Versuche erforderliche Stellhefe, in fiinf 
Stufen herangefiihrt, wurde in Angleichung an die Verhaltnisse in der 
Praxis mit Melasse, organischem (Malzkeimauszug) und anorganischem 
Stickstoff ernahrt. 

Die zur Bestimmung der Gesamtsterine in den Ausgangsmaterialien, 
der Stellhefe und der Erntehefe erforderliche Methode haben wir in 
umfangreichen Vorversuchen ermittelt. Sie bestand in einer etwa 
fiinf- bis sechsstiindigen Verseifung von etwa 50 g Hefe (25%, Trocken- 
substanz) mit alkoholischem Kali, ersch6pfender Extraktion des Un- 
verseifbaren nach Verdiinnung mit Wasser und Ather, Aufnahme des 
Unverseifbaren nach Verdampfen des Athers in einem bestimmten 
Volumen Alkohol und Bestimmung der Gesamtsterine durch Fallung 
mit Digitonin in einem aliquoten Teil. Die Fehlergrenze der Methode 
bei Parallelbestimmungen ergab sich jm ungiinstigsten Falle zu -+- 0,25 %. 

Die Nahrstoffe erwiesen sich als sterinfrei. Beim Extrahieren von 
Melasse mit Ather bleibt zwar nach Abdampfung des Lésungsmittels 
eine geringe Menge atherléslicher Produkte zuriick; in diesem Riick- 
stand sind aber keine Sterine nachzuweisen. 

Im Rahmen der am hiesigen Institut laufenden Versuche iiber 
PreBhefe standen fiir die in dieser Arbeit erwahnten Sterinbilanzen 
Hefen aus drei Versuchsreihen zur Verfiigung, wahrend eine vierte 
Versuchsreihe fiir die Zwecke der vorliegenden Untersuchung auBerhalb 
obiger PreBhefeversuche durchgefiihrt wurde. Die wesentlichen Merk- 
male der einzelnen Versuchsreihen sind folgende: 

Versuchsreihe I: Erntehefen K, L, M: gleiche Melassemengen in etwa 
20 Liter Endwiirzevolumen, N als anorganischer Stickstoff, steigender 
Einsatz von Stellhefe. 

Versuchsreihe II: Erntehefen N, O, P: steigende Konzentration der 
Melasse und Nahrstoffe; Stellhefemenge und Liiftung jeweils proportional 
der eingesetzten Melassemenge; Endvolumen etwa 20 Liter; anorganischer 
Stickstoff. 

Versuchsreihe III: Erntehefen Q, R, S: wie II. Weitere Steigerung 
der Melassekonzentration im Sinne der Versuchsreihe II. 

Versuchsreihe IV: Erntehefen I, II, III, IV: Melasse als C-Quelle, 
Erdnu8mehlhydrolysat als Stickstoffnahrung, fehlender Phosphor durch 
Na-Phosphat erginzt. 
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Die vier Versuche der Reihe IV unterscheiden sich in der Weise, 
daB sie im Sinne der Numerierung der entstandenen Erntehefen (1, IT, 
III, IV) steigende Mengen assimilierbaren organischen Stickstoffs bei 
gleicher Zuckermenge (342 g Rohrzucker als Melasse) enthielten. Zur 
pu-Regelung wurden fiir jeden Versuch 0,6 g in Form von Ammonsulfat 
bzw. Ammoniak gegeben. 


Die wesentlichen Ernahrungsbedingungen der Versuchsreihen I, 
Il und III sind in der Tabelle I zusammengestellt. Genauere Versuchs- 
daten tiber die Garfiihrung, Liiftung, pxu-Fiihrung usw. sowie iiber die 
Eigenschaften der Hefen wird R. Pfundt fiir die Erntehefen in demniichst 
in dieser Zeitschrift erscheinenden Arbeiten veréffentlichen. 

Es bedeutet: Spalte I: Nr. der Versuchsreihe, Il: Bezeichnung der 
Erntehefe, III: verwendete Melassemenge in g von 50 °%, Rohrzucker, 
IV: g Stickstoff als Ammoniak, Ammonsulfat bzw. Diammonphosphat, 
V: g P,O; als Diammonphosphat, VI: 100g Zucker in Liter Wasser. 


Tabelle I. Gesamtvolumen der Endwiirze etwa 20 Liter, Gesamt- 
gairzeit 9'/, bis 10 Stunden. 





I Il Il IV Vv VI 
I k 698.5 4,2 8,11 5.9 
I L 698.5 5.4 9,13 5,9 
I M 698.5 6.5 10.39 59 
II N 499.5 5,0 7,61 8.3 
II O 698.6 5.4 9,13 5.9 
Il P 898,2 4.8 10,14 4.6 
Il ) 798.4 5,4 10,14 5.2 
Hl R 1098 63 12,9 3,8 
Ill S 1397 6,6 15,21 3,0 


Innerhalb der erwaihnten Versuchsreihen wurde dieselbe Stellhefe 
verwendet ; diese enthielten in 100 g Stellhefe von 25 °,, Trockensubstanz 
folgende Sterinmengen: 

Versuchsreihe I: 0,432 ¢ Gesamtsterin 
II: 0,471 ¢ a 
III: 0,428 ¢ es 
IV: 0,374 ¢ 


Die Ergebnisse der vier Versuchsreihen haben wir tabellarisch 
zusammengefaBt (Tabelle Il). Alle Angaben beziehen sich auf Hefe 
von 25% Trockensubstanz; die Digitonidzahlen der Reihe 7 sind 
Mittelwerte aus zwei Bestimmungen. 

Unsere Versuche bestatigen zunachst die schon bekannten erstaun- 
lichen Fahigkeiten der Hefe zur Synthese auch komplizierter organischer 
Molekiile. Im Laufe von 9'/, bis 10 Stunden vermehrt unsere Stellhefe 
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Die Sterinproduktion der Hefe usw. 5 
bei Melasse als Kohlenstoffquelle und rein anorganischer N-Nahrung 
die Sterine im giinstigsten Falle auf das Fiinffache, bei organischem 
Stickstoff auf das Sechsfache. 

Die prozentual sterinreichsten Hefen werden in konzentrierteren 
Melassen erhalten; das geht aus Spalte 8 der Tabelle I], und zwar 
aus der Versuchsreihe II, besonders deutlich aus Versuchsreihe II] 
(Q, R, 8S) hervor. Nur die Hefe N ist erheblich sterinreicher als erwartet. 
GroBe Schwankungen im Steringehalt, wie ihn H. Liiers und Mitarbeiter 
im Steringehalt ihrer Hefen (2) festgestellt haben, konnten wir nicht 
beobachten. Allerdings habea wir Harnstoff als Stickstoffquelle nicht 
untersucht. 

In konzentrierteren Zuckerlésungen ist die Sterinsynthese begiinstigt. 
Das zeigt sich nicht nur an dem Steringehalt der Hefen pro Gewichts- 
einheit, sondern auch an der Zunahme des in Spalte 13. der 
Tabelle Il wiedergegebenen Quotienten Sterinzunahme : Hefezunahme 
von 0,92 bei Versuchsreihe I auf 1,28 bei Hefe S der Versuchsreihe III. 
Die Zuckerkonzentration ist in letzterem Falle etwa die doppelte ge- 
wesen (Tabelle I, Spalte 6). Entsprechend wachst auch die Aus- 
nutzung des Zuckers in Richtung Sterin, wie die Zahlen in der senk- 
rechten Reihe 14 zeigen. Einen kleinen Anreiz in dieser Richtung 
scheint jedoch auch die Menge der Stellhefe zu haben, die bei gleich- 
bleibender Melassemenge in den Versuch eingebracht wird (Versuchs- 
reihe I, Spalte 14). 

Die mit organischem Stickstoff herangeziichteten Hefen der 
Versuchsreihe IV zeigten eine besonders grobe Vermehrung, im giin- 
stigsten Falle 1 : 5,93 gegen 1 : 4,83 bei den mit anorganischem Stickstoff 
ernahrten Hefen. Diese Wirkung, an sich bekannt und von der Industrie 
vielfach bestatigt, findet ihre Erklarung in der Ansicht von H. Claa- 
sen (6), nach dem auch die C-Ketten der Aminosauren fiir den Hefe- 
aufbau verwertet werden und auf Liiftung besonders ansprechen. 
Beziiglich der Sterinsynthese ist die Wirkung des organischen Stickstoffs 
nur unerheblich und scheint iiberdies ein Maximum zu durchlaufen; 
denn die Sterinausbeute, die bei steigender Menge organischen Stick- 
stoffs, gleicher Zuckermenge und gleicher Stellhefe erhalten wird, 
durchlauft in Versuchsreihe IV folgende Zahlen: 2092, 2379, 2345, 2071, 
was ein deutlich ausgepragtes Maximum zu erkennen gibt. 

Wir haben die vorliegende Arbeit vorwiegend vom Standpunkt der 
Einarbeitung auf die Versuchsmethodik unternommen. Denn obgleich 
der Hauptteil der Hefesterine aus dem Ergosterin (einem Provitamin D) 
besteht, ware doch die wichtigere Untersuchung die Verfolgung der 
Synthese des Vitamins B, und B, unter ahnlichen Gesichtspunkten und 
Versuchsanordnungen. Es liegt einerseits im Interesse der PreBhefe- 
industrie, eine méglichst vitaminreiche Hefe zu erzeugen, andererseits 
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kann die Aufklarung der fiir die Vitaminsynthese in Hefe mabB- 
gebenden Faktoren in Hinsicht auf die Futterhefeerzeugung praktische 
Bedeutung gewinnen. 
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Zur Kenntnis der Vermehrungsvorginge bei Sprobpilzen. 
Von 
Armin von Szilvinyi. 
(Aus dem Institut fiir biochemische Technologie, Sektion Mikrobiologie, der 
Technischen Hochschule Wien.) 
(Eingegangen am 23. Februar 1937.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


Der EinfluB von Sauerstoff bzw. von Luft auf dasVermehrungs- 
vermégen von SproBpilzen, insbesondere Arten von Saccharomyces 
cerevisiae Hansen, ist in seinen technischen Auswirkungen wohlbekannt ; 
theoretische Untersuchungen sind dagegen wenig zahlreich und lieferten 
auch vielfach uneinheitliche Ergebnisse. Erstmalig wurde von Chu- 
diakow (1) auf die Notwendigkeit des Sauerstoffs zur Hefevermehrung, 
besonders in Substraten von ungiinstiger Zusammensetzung, hingewiesen. 
Seine Befunde erfuhren eine Bestatigung durch Rapp (2). Brown (3) 
verglich die Generationsdauer einer und derselben obergarigen Hefe 
unter verschiedenen Bedingungen: Bei Durchleiten von Luft betrug 
jene 6,98 Stunden, bei Durchleiten von Wasserstoff 11,28 Stunden und 
bei Durchleiten von Kohlendioxyd 10,96 Stunden. Auch Zikes und 
Wagner (4) stellten einen giimstigen EinfluB des Sauerstoffs auf die 
Vermehrung, wenn auch nicht auf die Leistung (Garung), fest. Die 
ersten quantitativen Untersuchungen iiber den Zusammenhang zwischen 
Wachstum und Atmung stammen von Richards und Haynes (5). Das 
Wachstum der in einem synthetischen Nahrboden gezogenen Zellen 
war in den ersten 22 Stunden am gréBten, nach 60 Stunden war ein ge- 
wisses Gleichgewicht erreicht, nach 90 Stunden ein zweites ; das Maximum 
des Sauerstoffverbrauchs wurde nach 65 Stunden erreicht, nahm dann ab 
und erreichte erst am Ende des Versuchs wieder ein Gleichgewicht. 
Es bestand also eine gewisse Parallele zwischen Sauerstoffverbrauch 
und Wachstum. Die Notwendigkeit des Sauerstoffs zur Hefevermehrung 
wurde von Bengtsson (6) und ganz besonders von Windisch (7) erkannt. 
Der Sauerstoff erwies sich als unumganglich notwendig zur Vermehrung 
und als auBerordentlich starkes Stimulans derselben. Koch (8) versuchte 
mit Hilfe des Fortnerschen Trépfchenverfahrens Hefe anaerob zu 
ziichten, doch war eine Vermehrung der Zellen unter AusschluB von 
Sauerstoff, selbst in Optimalnahrbéden, auf die Dauer unméglich. Da 
die Vermehrungsfahigkeit der Hefe im Verlauf der aufeinanderfolgenden 
Generationen immer mehr abnahm, ist jene nach Ansicht des Autors bei 
LuftabschluB anscheinend von Stoffen abhangig, welche von den Zellen 
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ohne Sauerstoff nicht gebildet werden kénnen; sind diese Stoffe auf- 
gebraucht, so erlischt das Vermehrungsvermégen. Lillrecht und 
Massart (9) untersuchten nephelometrisch das Wachstum von Hefe bei 
strenger Anaerobiose und bei Aerobiose. Bei Aerobiose betrug das 
Wachstum ungefahr das Doppelte wie bei Anaerobiose, und schon die 
geringsten Spuren Sauerstoff regten das Wachstum sehr stark an. 
Bereits ein Sauerstoffpartialdruck von 10~-® Atm. in der mit der Sus- 
pension im Gleichgewicht stehenden Atmosphare hat einen deutlichen 
EinfluB auf die Zellvermehrung, und bei ?/,, Atm. war die maximale 
Vermehrungsgeschwindigkeit erreicht. Geyenteiliger Ansicht iiber die 
Sauerstoffwirkung auf die Hefezelle sind Lindner (10) und Copping (11). 
Nach letzteren tritt bei Alterung der Zellen ein Nachlassen ihrer Ke- 
duktionsfahigkeit ein; derart geschwachte Zellen sollen durch den im 
Substrat vorhandenen Sauerstoff getétet oder zumindest derart ge- 
schwacht werden, daB keine Vermehrung mehr eintreten kann. Weiteres 
Wachstum wird erst durch MaBnahmen erméglicht, welche die Sauer- 
stoffkonzentration pro Zelle erniedrigen, z. B. erhéhte Einsaat. Es 
schien aussichtsreich, die Zusamnienhainge zwischen Atmung und Ver- 
mehrung durch Messung des Oxydations-Reduktionspotentials zu ver- 
folgen. Kluyver und Hoogerheide (12) hatten namlich gefunden, dab 
bei einer Anzahl von SproBpilzen das Endpotential vom Verhaltnis 
Atmung : Garung abhangig war; je mehr die Atmung dominierte, desto 
héher war das Endpotential. Man kann nun annehmen, daB bei einem 
Zusammenhang zwischen Vermehrung und Atmung auch ein solcher 
zwischen Endpotential und Vermehrungsenergie der einzelnen Hefe- 
arten bestehen miisse. Dies zu untersuchen, war das Ziel der vorliegenden 
Arbeit. 


II. Methodik. 5 
1. Messung des Oxydationsreduktionspotentials. 


Diese erfolgte potentiometrisch wie tiblich mit Hilfe des Potentiometers 
von Stréhlein & Co. Als Standardhalbzelle, gegen welche gemessen wurde, 
diente eine Kalomelelektrode. Das ReaktionsgefaB, in welchem die Messung 
erfolgte, war in der Absicht konstruiert worden, ein geschlossenes System 
Elektrode—Zellsuspension—Gasraum zu schaffen. Es besteht aus einem 
zylindrischen GefiB aus Jenaer Gerateglas mit eingeschliffenem Deckel. 
Dieser ist mit einem eingeschmolzenen Gaseinleitungsrohr und mit vier 
Schliffstutzen versehen. In zwei derselben sind Pt-Elektroden eingesetzt, 
ein Stutzen dient zur Aufnahme des Kaliumchloridagarhebers und einem 
Stutzen ist ein mit Wasser gefiillter GarverschluB eingepaBbt, welcher einen 
Ausgleich des eventuell im Gefai® vorhandenen Uberdruckes gestattet, ohne 
daB jedoch Luft von auBen in das GefaéB eindringen kann. Als Elektroden 
fanden urspriinglich solehe aus Goldblech Verwendung, spater bloB solche 
aus blankem Platinblech. Der Vorteil der letzteren liegt besonders darin, 
daB Pt nach dem Reinigen mit Chromschwefelséure und griindlichem 
Wiassern sofort das normale Potential gegeniiber der Zellsuspension an- 
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nimmt, wahrend die Goldelektroden nach dieser Behandlung ein abnorm 
hohes Potential anzeigen und erst im Verlauf von 5 bis 10 Minuten normale 
Werte liefern. Ein nicht zu unterschatzender Vorteil der Pt-Elektroden 
liegt auch in der Moglichkeit, sie durch Ausgliihen reinigen zu kénnen. 
Platinierte Pt-Elektroden zeigten keinerlei Vorteile gegeniiber blanken 
Elektroden, vielleicht aber fiir instabilere Systeme!. Das als Elektrode ver- 
wendete Pt-Blech war ungefahr 1,5cem lang; 0,4 em breit und 0,05 mm stark: 
mit Blechen von geringerem Ausma8 waren die Ausschlige wesentlich trager. 
Der Gang der Oxydations-Reduktionspotentialkurve war bei Pt- und Au- 
Elektroden gleich, absolut war das mittels Au-Elek- 





troden gemessene Potential stets héher (Abb. 1). 50 
Hefe: PreBhefe Rasse Mohnheim, 1°,. ash | 

Pufferlésung nach Mec Ilvain mit 1°, Glucose. sak | 

pu = 5,6. ¢ = 19°. K\ 


~ 7 Wuflettrode 
2. Pufferlésung. 2b +—t +t 
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Zellen sowie des Kohlenhydrates und trotz auf- “0 0 Ww 30 W 50 60 1 
tretender Garungserscheinungen blieb das_ ur- Min 
spriingliche py stets unverandert. Abb. 1. 


3. Zusatz an organischer Substanz. 

Als vergarbare bzw. veratembare Substanz wurde wie bei Kluyver 
Glucose (Glucose pro infusione Merck) verwendet. Unter den obwaltenden 
Bedingungen stellt sich ein konstantes Potential ein [s. auch Wurmser und 
Geloso (14)], welches von der vorhandenen Sauerstoffkonzentration un- 
abhangig ist. 


Tabelle I. Pufferl6ésung nach Me Ilvain mit 1%, Glucose. 
PH = §,8. 5 = 20°, 





Zeit in Min. Millivolt gemessen E, "HH 
0 394, 394 (O, durchgeleitet) 0,74 v 36,3 
10 370, 372 0,62 v 32,2 
Konstant bis 50 
50—130 Stickstoff durchgeleitet Konstant 


4. EinfluB der Zuckerkonzentration. 


Um den Einflu8 der Zuckerkonzentration unter sonst gleichen Be- 
dingungen auf das Redoxpotential zu untersuchen, wurden zu einer Sus- 
pension von PreBhefe (1°) in Me Ilvainscher Pufferlésung steigende 
Mengen von Glucose gegeben (1,5 und 10°.) und das Potential bestimmt. 
Wie aus Abb. 2 ersichtlich, weist der Gang des Potentials ohne Glucose- 
zusatz die gréBten UnregelmaBigkeiten auf; je héher die Zuckerkonzentration, 


1 Ball u. Chen, J. biol. Chem. 106, 515, 1933. 
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desto gleichmaBiger und steiler ist der Abfall der Kurve. Es laBt sich wohl 
annehmen, daB die UnregelmaBigkeiten, welche bei Messung ohne Zugabe 
von Glucose auftreten und die bei Zugabe von 1 °,, noch schwach angedeutet 
erscheinen, auf den Verbrauch von Reservestoffen in der Zelle zuriick- 
zufiihren sind, welcher bei Vorhandensein ausreichender Nahrstoffkonzen- 
trationen unterbleibt. 


5. EinfluB der Hefekonzentration. 

Geringere Variationen in der zugesetzten Hefemenge (zwischen 1 und 
5°.) beeinflussen den Verlauf der Redoxpotentialkurve nicht wesentlich; 
erst bei Zugabe von gréBeren Hefemengen (10°) tritt ein wesentlich 
steilerer Abfall unter anaeroben Bedingungen ein (Abb. 3). 
































Bs |_| | Suspension von Prebhere 
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Abb. 2. Abb. 3. 


6. Ztichtung des Untersuchungsmaterials. 

Von groBem EinfluB auf den Gang des Redoxpotentials wie auch auf 
die Atmung [Plantefol (15)] ist die Vorbehandlung des Untersuchungs- 
materials. Es ist daher unumganglich notwendig, die zu vergleichenden 
Stimme einer gleichen Vorbehandlung zu unterziehen. Die Ziichtung 
erfolgte in Kulturflaschen, welche mit etwa 180 cem 24 °,igem Wiirzeagar 
versehen und dreimal fraktioniert sterilisiert wurden. Der flach erstarrte 
Agar wird mit einer sehr dichten Suspension der Hefe in 5ccm Wiirze 
iiberspiilt. Bis zum Eindringen der Wiirze in den Agar wird zwei- bis dreimal 
taglich durch Sechwenken der Fliissigkeit iiber die ganze Ober- 
flache ein Zusammenklumpen der Hefe verhindert und eine 
gleichmaBige, leicht abspiilbare Decke des Agars erzielt. 


7. Bestimmung der Hefekonzentration. 


Um mit anniahernd gleichstarken Suspensionen arbeiten zu 
kénnen, war es notwendig, den Hefegehalt zu bestimmen. Dies 
geschah durch Zentrifugieren in graduierten Réhrehen eigener 
Form (Abb. 4) in einem Hamatokritaufsatz bei ungefahr 3000 Um- 
drehungen pro Minute. Der erweiterte Teil faBt etwa 1 cem; in 
der graduierten Kapillare wird die Héhe der abgeschleuderten 
Abb.4. Hefesaiule abgelesen. Die Eichung erfolgt empirisch. 
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8. Messungq. 


Der Wiirzeagar mit der Massenkultur wird mit 100 cem der Puffer- 
lésung, welcher 1%, Glucose zugesetzt wurde, abgespiilt. Die Konzentration 
der Suspension wird durch Zentrifugieren (s. oben) bestimmt; durch weiteres 
Verdiinnen wird die gewiinschte Konzentration eingestellt. Die Suspen- 
sion wird in das SchliffgefaB eingebracht, der GarverschluB aufgesetzt 
und nach | Minute Schiitteln das Potential an beiden Elektroden gemessen. 
Die Messungen werden alle 5 Minuten nach | Minute langem Schiitteln 
wiederholt. Sind die beiden an den verschiedenen Elektroden gemessenen 
Potentiale verschieden (Diffusionspotentiale innerhalb der Suspension), so 
wird solange geschiittelt, bis die beiden Potentiale innerhalb der Messungs- 
fehler gleich sind. 

9. Angabe des Potentials. 

Um vom py unabhangige, leicht vergleichbare Angaben zu erhalten, 
wird auBer EL, die Verainderung des Redoxpotentials in rq nach der Gleichung 
rq = 2pH— Ei 

0,03 
angegeben, wenn diese auch streng genommen nur fiir 30° C gilt. Hewitt (16) 
sowie Clark wenden sich zwar gegen die Verwendung des Begriffes 7, fiir 
biologische Zwecke; zum oberflachlichen Vergleich von Messungen bei ver- 
schiedenem py erscheint er jedoch geeignet. 


10. Bestimmung der Vermehrungsenerqie. 


Zur Bestimmung der Vermehrungsenergie standen zwei verschiedene 
Methoden zur Verfiigung; Bestimmung der Gewichtszunahme an Hefe- 
substanz nach einer bestimmten Zeit durch Filtrieren der Suspension 
mittels eines Glasfiltertiegels, Waschen und Trocknen sowie Wagen der ab- 
geschiedenen Hefe, oder Bestimmung der Generationsdauer nach Ff’. Basenau., 
Diese wurde nach der allgemein iiblichen Methodik [Janke und Zikes 
(17)] bestimmt, und zwar in Wiirze als Substrat, um jeglichen Mangel- 
erscheinungen auszuweichen. Um gut reproduzierbare Resultate zu er- 
halten, ist jedoch darauf zu achten, dai die einzelnen Objekttrager nicht, 
wie haufig iiblich, iibereinander zu liegen kommen. In diesem Falle ergeben 
sich Schwankungen, die bis zu 35°, des Mittelwertes betragen, wahrend 
bei Nebeneinanderlagerung der Objekttrager dieselben héchstens 10%, 
betragen. Auf welche Ursachen diese Abweichungen zuriickzufiihren sind, 
ob auf minimale Temperaturschwankungen, welche durch die verschiedene 
Hohenlage der Objekttrager im Gestell bedingt sind, oder auf andere Ein- 
fliisse, konnte nicht festgestellt werden. 





I1f. Experimenteller Teil. 





Zeit in Min. Pacem E,, "yy Zeit in Min. Paves ol E, y 
1. Saccharomyces cerevisiae, var. 138 Lindner. 
Au-Klektrode, py E82, t= 17. 
0 336, 336 =6592,— B14 60 110, 105 23.7 
15 240, 240 496 28,1 80 29, 29 21,1 
30 150, 150 406 25,2 95—140 Qa -¢ 20,2 





45 128, 121 381 24.3 
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Zeit in Min. Pocasnel E, "nH Zeit in Min. Ronencel E) "TH 
2. Saccharomyces cerevisiae H. 
PreBhefe Stamm Arad. Pt-Elektrode, py = 5,82, t = 20°. 
0 171, 172 428 25,2 40 2,0 251 19,5 
15 14, 161] 265 19,9 55 2,0 251 19,5 
25 26, 27 277 20,3 70—100 0,0 250 19,4 
3. Saccharomyces cerevisiae H. 
Prebhefe Stamm Barcelona. Pt-Elektrode, px fee. t — 20°. 
0 274, 274 524 29,1 25 180, 185 | 433 | 26,1 
5 246, 252 499 = 28,3 30 143, 143 393 24,7 
10 235, 231 483 27,7 35 131, 124 | 378 | 24,2 
15 216, 219 467 27,2 40—85 46, 46 296 21,5 
20 208, 209 459 | 26,9 
4. Saccharomyces cerevisiae H. 
Prelhefe Stamm Mohnheim. Pt-Elektrode, pq be, t= 1%. 
0 302, 305 552 30,0 50 56, 56 304 21,8 
15 163, 175 413 25,4 65—Y95 88, 88 3835 22,8 
30 87, 87 835 | 228 





5. Saccharomyces cerevisiae H. 


Untergarige Bierhefe Stamm Pankow. Pt-Elektrode, pq os, ¢ = £7°. 
() 306, 306 562 30,4 30 -82, —32| 224 19,1 
15 217, 217 473-274 50—110 |-42, —-42| 214 18,8 


6. Saccharomyces cerevisiae H. 
Prebhefe Stamm Pontoise. Pt-Elektrode, py — 5,60, t = 21°. 











0 275, 277 525 28:7] 65 4.0 250 19,5 
25 198, 199 447 26,1 80 10, -10, 238 18,9 
35 148, 143 393 24,3 95 8,— 8; 240 19,2 
50 55, 56 304 21,3 | 110—130 5,- 5 243 19,3 
7. Saccharomyces cerevisiae H. 
PreBhefe Stamm A 110. Au-Elektrode, ‘py — 5,73, t = 20°. 
0 325, 322 575 30,6 55 —81, —28! 220 18,8 
15 233, 235 484 27,61 70 —23, —23/ 227 19,0 
35 a 250 19,8 | 100—125 —11, —11)| 239 19,4 
8. Saccharomyces cerevisiae H. 
Spiritushefe Rasse X/J/. Pt-Elektrode, py = 4,8, t = 19°. 
0 346, 350 600 29.6 25 158, 158 410 23,2 
5 297, 297 549 27,9 30 166, 166 418 23,5 
10 241, 245 495 26,4 35 150, 162 414 23,4 
15 209, 209 461 25,0 40—70 156, 156 414 23,4 
20 194, 195 447 24,5 
9. Saccharomyces Pastorianus H. 
Pt-Elektrode, py = 4,8, ¢ = 18°. 

0 230, 230 479 25,6 25 95, 95 | 344 21,1 
5 175, 175 424 23,8 39 95, 95 344 21,1 
10 140, 140 389 22.6 35 95, 96 | 344 21,1 
15 110, 120 364-218 | 40-70 | 80, 75 326 | 205 


20 120. 120 369 21.9 











Zur Kenntnis der Vermehrungsvorginge bei Spro{pilzen. 13 














ra zeit in Min, Millivolt’ | Bry | zeit in Min, Millivolt, © py |, 
10. Zygosaccharomyces Marxianus (H.) Guill. 
Pt-Elektrode, Py 45. {= 16". 
19.5 0 309, 309 563 28,5 | 10 276 276 530 27,3 
19,5 5 295, 295 549 27,9 15—45 25° 257 | Sil 26.6 
-~ 11. Torulopsis utilis J. 
Pt-Elektrode, py — 5.8, ¢ 22°, 
0 363, 363 610 31,9 40 181, 181 427 25,9 
26,1 5 326, 326 573 30,7 45 174, 174 423 25,7 
24,7 10 307, 307 554 30,1 50 158, 158 404 25,1 
24,2 15 266, 266 515 28.8 55 149, 149 398 24,9 
21,5 20 250, 250 499 282 60 121, 124 372 24.0 
25 228, 228 477 27,5 65 99, 99 | 348 23,2 
30 216, 216 465 27,1 70—120 75, 751 3824 21,7 
35 205, 205 454 26,8 
918 12. Torulopsis sanguinis J. 
92'8 Pt-Elektrode, py = 5,8, t = 24°. 
0) 237, 237 | 482 | 27,7 15 115,115 360 236 
5 190, 188 | 434 | 26,1 40 65, 65 310 21,6 
10 154, 154 399 24.9 50—100 —5,-5 240 19.6 
70 
se 13. Debaryomyces globosus Kloecker. 
18.8 Pt-Elektrode, py = 4,8, tf = 18°. 
0 360, 360 606 29,8 | 10 4, 4; 250 17,9 
5 260, 260 506 26,6 15—80 —90, -—90 156 14,8 
19.5 14. Mycoderma vini Will. 
18.9 Pt-Elektrode, pp = 4,8, ¢ = 15°. 
19.2 0 212, 211 | 488 25,9 10—50 ||-170,-170 107 13,2 
19,3 5 149, 149 426 23,8 





IV. Zusammenhang zwischen Endpotential und Vermehrungsfahigkeit. 
Tabelle II. 





8,8 
9,0 
94 Hete End potential Generations- 
a dauer 
I Saccharomyces cerevisiae var. 188 L. . ..... 20,2 21h0' 
3,2 _ u Stamm Arad... . ; 19,4 3 6 
3,5 s ‘ » Barcelona... . 21,5 7 3 
3.4 i : »  Mohnheim ... 22,8 3 8 
3,4 & . x POREOW. © 6k 18,8 10 1 
is - cs) MEMOS Tals on 19,3 5 4 
* ee 19,4 5 9 
ss " |: ene 23,4 3 8 
% Pastorianus ero aiee scl renee 20,5 5 7 
1 Zygosaccharomyces Marxianus ......... 26,6 . 
1 SRO OMI ons a gs eS aed lee 21,7 5 3 
a ORC UOM SUNROOM 19.6 10 0 
5 Debaryomyces globosus. ...........-. 14,8 1 5 
ROPE NRE mat Sarge ahs SARs 13,2 2 0 
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Wie aus Tabelle II ersichtlich, besteht kein Zusammenhang zwischen 
dem unter diesen Bedingungen gemessenen Endpotential der Pilz- 
suspension uad dem Vermehrungsvermégen. Betrachtet man jedoch 
den Verlauf der Redoxpotential-Zeitkurve, so erscheint es auffiallig, 
daB der Verlauf derselben um so steiler ist, je héher die Vermehrungs- 
fahigkeit des betreffenden Organismus ist (Abb. 5). Um diesen Zu- 
sammenhang zu erharten, wurde versucht, die Korrelation zwischen 
Verlauf des Redoxpotentials und der Generationsdauer aufzufinden. 
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V. Der Korrelationskoeffizient Generationsdauer-Potentialkurve}. 


Bekanntlich ist es bei biologischen Fragen meist unmédglich, die Ab- 
hangigkeit eines Merkmales von einem anderen durch eine Funktion dar- 
zustellen, da eine Variable gew6hnlich von vielen anderen abhangt, deren 
Wirkungen sich iiberlagern. Steht ein Merkmal mit einem anderen im 
Zusammenhang, wobei jedoch viele Abweichungen von der Regel méglich 
sind, z. B. Ernteertrag und Regenmenge, so sind die beiden Merkmale 
korreliert. Wahrend bei funktionellem Zusammenhang einem bestimmten x 
ein bestimmtes y zugeordnet ist, ist bei der Korrelation einem bestimmten x 
ein wahrscheinliches y zugeordnet. Die Linie, welche die zu den #-Werten 
gehorigen wahrscheinlichsten y-Werte miteinander verbindet, heiBt die 
empirische Regressionsgerade von y in bezug auf x. Der Zuwachs von 
y bei Steigerung von x um eine Einheit wird als der Regressionskoeffizient 6, 
von y in bezug auf x bezeichnet. Dieser kann sowohl positiv als negativ 
sein. Die Gleichung der Regressionsgeraden ist demnach 


EW (y) = Y + b, . (a - mh 


! Siehe Behrens, Mathematische Methoden. Stuttgart, Ulmer, 1933. 
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X ist das arithmetische Mittel aller 2-Werte, Y das aller y-Werte. Die 
Regressionsgerade geht demnach durch den Punkt mit den Koordinaten 
X, Y, durch den Schwerpunkt des Systems, und liefert fiir jedes 2 das wahr- 
scheinlichste y. Zur Feststellung eines eventuell vorhandenen Zusammen- 
hanges ist es am wichtigsten, wie stark die durch die Regressionsgerade 
definierten y-Werte von den beobachteten abweichen. Ist s, die mittlere 
Abweichung der beobachteten y-Werte vom Mittel Y, also die quadratische 
mittlere Linge der y-Koordinaten, 8y die mittlere Abweichung der beob- 
achteten y-Werte von dem durch die Regressionsgerade bestimmten E\’) (y), 
so ist #),/s, oder 8/7/83 ein Maf fiir die Anpassung der linearen Gleichung an 
die Beobachtungswerte; je kleiner der Quotient, um so besser ist die An- 


passung. 
Wird 8,7 /8y 1-—r? gesetzt, so ist r? ein Ma®B fiir die Genauigkeit 
der Beziehung; ist r + 1 oder — 1, dann ist s) = 0 und die beobachteten 


Werte liegen genau auf der Regressionsgeraden, es liegt dann funktionelle 
Abhangigkeit der y- von den «-Variablen vor. Ist r = 0, so ist die Regressions- 
gerade nicht geeignet, den Verlauf der Werte wiederzugeben. Hat r das 
gleiche Vorzeichen wie die Regression b, bedeutet also + r, daB die Er- 
wartung von y mit steigendem # ansteigt, und r das Gegenteil, so ist 
bei vollkommen linearer Korrelation r 1, y proportional x keinerlei 
lineare Beziehung r = 0; bei vollkommen linearer Korrelation r 3; 
y proportional — z. 

Je gréBer der Wert von r (ohne Riicksicht auf das Vorzeichen) ist, um 
so eindeutiger ist auch die Korrelation. Der Wert von r ist gleichzeitig ein 
MaB fiir das Bestehen einer Korrelation; sind « und y voneinander unab- 
hangig, so betragt die mittlere Abweichung von r 

1 

| n—l ‘ 

wobei » die Zahl der Beobachtungspaare ist. Die Grenzwerte, oberhalb 
deren 7 liegen mu®B, damit die Wahrscheinlichkeiten 0,95, 0,98 und 0,99 
erfiiillt sind, ergeben sich aus der Gaufschen Fehlerfunktion. Liegt die 
Korrelation mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,95 vor, so mui r gréBer als 
1,96 . 8s sein, bei einer Wahrscheinlichkeit von 0,98 gréBer als 2,326.8, bei 
einer Wahrscheinlichkeit von 0,99 gréBer als 2,576.8. Zeigt die Beziehung 
Wahrscheinlichkeitswerte von 0,95 bis 0,99, so darf sie als experimentell 
sichergestellt gelten. Die obigen Ausfiihrungen gelten aber nur dann, wenn 
sowohl die Regression von y in bezug auf «# als auch jene von & in bezug 
auf y geradlinig ist, und damit das Bestehen einer Korrelation durch die 
mittlere Abweichung errechnet werden kann. Sind diese Voraussetzungen 
nicht gegeben, so kann eine geeignete Transformation durch Wahl der 
Variablen erfolgen. Dazu werden alle #-Werte der GréBe nach geordnet 
und dem kleinsten Wert die Rangzahl 1 zugeordnet usf.; ebenso verfahrt 
man mit den y-Werten. Statt mit den wirklichen Beobachtungswerten wird 
also mit Hilfe der Rangzahlen gerechnet. Sind zwei Beobachtungen gleich- 
wertig, so kann jeder derselben das Mittel der beiden Beobachtungen zu- 
geschrieben werden. Das Vorhandensein einer Korrelation wird nach 
denselben Gesichtspunkten angenommen wie bei der Berechnung mit 
effektiven Beobachtungsdaten; sie ergibt sich aus der Beziehung der mitt- 
leren Abweichung der Variablen. Fiir kleinere Beobachtungsreihen werden 
die Grenzwerte, oberhalb deren der Korrelationskoeffizient liegen mub, 
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zweckmaBig aus den Tabellen entnommen. Die Berechnung selbst erfolgt 
nach der auf der Methode der kleinsten Quadrate beruhenden Formel 

; ae 6 (d? + d?+ d?...) 

"Rang © n (n® — 1) 
wobeid = Differenz der Rangzahlen der Beobachtungspaare und n = Beob- 
achtungsstiicke bedeutet. 

Da 14 Beobachtungsstiicke vorliegen, muB der Korrelationskoeffizient r 
nach der Behrensschen Tabelle zwischen 0,612 und 0,661 liegen, damit mit 
einer Wahrscheinlichkeit zwischen 0,95 und 0,99 vom Bestehen eines Zu- 
sammenhangs zwischen Kurvenverlauf und Vermehrungsenergie gesprochen 
werden kann. Um nun die Rangkorrelation zu bestimmen, wird den unter- 
suchten Arten ein Rang einerseits nach ihrer Generationsdauer zugeordnet 
(die kiirzeste Generationsdauer wird mit 1 bezeichnet) und andererseits 
nach ihrer Steilheit (die steilste Kurve wird mit 1 bezeichnet). Die Steilheit 
wird ausgedriickt durch die durchschnittliche Neigung der Potentialkurve 
zur y-Achse. 


Tabelle III. 





Gene- 
Art Neigung Rang rations- Rang = d d2 
dauer 

Saccharomyces cerevisiae var. 138 L.. . 42 (12 |2ih 14 | 2 4 

sf » Stamm Arad . . 15 2 8:6’ 4 2 4 
x ‘ » Barcelona 37 105) 7. 3 | 1 | OS OS 

> - » Mohnheim 23 4 3.8 a} 1 1 

: « » Pankow .,| 34 S +i0° I 8 | & | 2 
. z » Pontoise . 37 |10,5) 5 4 7 | 3,5) 12,3 

‘ * ee. |, ere 25 5 5 9 9; 4) 16 

. © » Rasse XII 20 3 8 8 3 | 0 0 

. Pastorianus . wees 29 6 aa 8 | 2 4 

Zygosaccharomyces Marxianus. ... . 88 {11 ce) ee 1 

DOSES UMD sc sg 8 ke es es 35 9 So) 6 TS 9 

Toroiopaie eanguinis 2... 2. 6. kk. 32 tH IO Oy Te Pe | Sb 
Debaryomyces globosus ........ 8 1,5; 2 2; 05 0,8 
MIVOOGMEIIG WIE 6c eal see 8 4,5; 2 2/05 03 
Summe d? | 102,2 

1 — 102,2 .6 
Korrelationskoeffizient r - = ] —0,225 = 0,775. 


14.195 


Nachdem der Korrelationskoeffizient fiir 14 Bestimmungsstiicke 
bei einer Wahrscheinlichkeit von 0,99 = 0,661 ist, so ist fiir den vor- 
liegenden Fall der Zusammenhang zwischen dem Gang der Redox- 
potentialkurve und der Vermehrungsfahigkeit der einzelnen Arten als 
sicher erwiesen. 

VI. Diskussion der Kurven. 

Der Umstand, da8 gerade die bekanntlich am meisten sauerstoff- 
verbrauchenden SproBpilzarten, wie Mycoderma vini usw., den steilsten 
Abfall der Kurven zeigten, legte den Gedanken nahe, diese Kurven als 
Sauerstoffzehrungskurven aufzufassen: Die Messung erfolgte in einem 
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nach auBen abgeschlossenen System und je héher der Sauerstoff- 
verbrauch eines SproBpilzes war, desto rascher muBte der zur Ver- 
fiigung stehende Vorrat an Sauerstoff aufgebraucht werden. War dies 
der Fall, so muBte aber bei Konstanthalten der Sauerstoffkonzentration 
durch Durchleiten des Gases auch das Potential erhalten bleiben. Bei 
Durchleiten eines Gasgemisches, welches nur zum Teil aus Sauerstoff 
besteht, muBte das sich einstellende Potential von der Konzentration 
des Gasgemisches abhingen. Um dies zu tiberpriifen, wurden Gas- 
gemische verschiedenen Sauerstoff-Stickstoffgehalts durch eine | °,ige 
PreBhefesuspension in Me Jlvainscher Pufferlésung mit 1°, Glucose 
geleitet und von 5 zu 5 Minuten das Potential gemessen. 


Tabelle IV. 








72: Zusammen- sine r Zusammen- enh 
Zeit ° am Millivolt : Zeit . maga Millivolt . 
in Min. Pron, Bead gemesnen "a in Min. Gccuindan gemessen H 
0 Luft 465, 465 33,2 147 432, 482 32/4 
5 382, 382 30,9 152 450, 450 | 33.1 
Kinleiten 157—172 konstant 
8 von 66,66 % Kinleiten 
| Sauerstoff ‘ 173 : von 50% 
10 440, 440 32,7 lL Seneantodl 
15—30 ; konstant 175 455. 455 | 83.2 
Ninleiten 180 428, 428 32.3 
30 von reinem 185 427. 427. 323 
Stickstoff 190 425, 425 39'9 
35 389, 389 31,0 Or a see) Seo 
2n¢ 7 195 415, 415 31,8 
40 339, 339 30,2 900 410, 410 317 
45 336, 336 29,4} oo" 938 vate ues 
50 321. 321 28.8 OS—Zd! onstant 
5D 315, 315 28,6 Einleiten 
60 291, 291 27,7} 288 | von 33,33% 
65 265, 265 26,9 Sauerstoft 
70 245, 245 26,2 240 370, 370 30,4 
75 212, 213 | 25,1 245 360, 360 | 30,0 
80 197, 197 | 24,9 250 360, 360 | 30,0 
85 174, 174 | 23,8 255 350, 350 | 29,7 
90 149, 149 23,0} 260—288 konstant 
95 100, 100 21,4 Kinleiten 
100 86, 86 21,1] 288 von 25%, 
_ ay es mi | Sauerstoff 
: _ ’ 29: 350, 350 29,7 
115 0, 0 18.0 = a a oat 
, Pe ; } 2 325, 32k 28,9 
120—145 ae konstant 303 317. 317 286 
. {| _Hinleiten 308 300, 300 28.1 
145 {| von reinem " 
| Sauerstoff 


Aus dem obigen Versuch geht klar hervor, daB unter den gegebenen 
Verhiltnissen eine Abhangigkeit des Potentials von der Sauerstoff- 
konzentration im System besteht. Die Potentialwerte baw. die ru-Werte 
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in Beziehung zur Sauerstoffkonzentration gesetzt (Abb. 6), ergeben eine 
Kurve, aus der ersichtlich ist, da oberhalb einer bestimmten Kon- 
zentration (66,7 °, Sauerstoff) zwar keine Abhangigkeit des Potentials 
von der Sauerstoffkonzentration im System besteht, dagegen unterhalb 
dieses Schwellenwertes in ausgesprochener Weise. Hier bestehen an- 
scheinend Verhaltnisse, welche an die von Aluyver, Elema und van Dal}- 
sen (18) bei denitrifizierenden Bakterien gefundenen erinnern. Auch bei 
Zugabe von Nitrit ist eine Konzentrationsschwelle vorhanden, oberhalb 
welcher das Nitrit bedeutungslos fiir das Potential ist, wabrend es 
darunter potentialbestimmend wirkt. Auch noch in anderer Hinsicht 

gleichen die Verhaltnisse denen der von den 





genannten Autoren untersuchten Denitrifi- 
kanten. Die Einstellung erfolgt beim Uber- 
gang von niedrigen zu héheren Sauerstoff- 
konzentrationen sehr rasch, und anscheinend 
ist nach maximal 10 Minuten das Potential 
erreicht. Viel langer dauert es, wenn von 
hoherer® auf niedrigere Sauerstoffkonzentra- 
tionen tibergegangen wird: z. B. dauerte es 
90 Minuten, bis das Potential bei Einleiten 
von Stickstoff nach vorhergegangener Sauer- 
stoffsittigung des Systems erreicht war. 
Kluyver und Mitarbeiter fanden das gleiche 
bei Zugabe von Nitrit zu nitriterschépften Kul- 
turen. Es trat dann ein plétzlicher Potential- 
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Abb. 6. a . 
sprung zum Niveau des Ausgangspotentials 


ein, wahrend sich der neuerliche Potentialabfall nur Jangsam einstellte. 
Auf diesen bestimmten Schwellenwert, oberhalb dessen kein EinfluB 
des Sauerstoffs auf das Potential mehr stattfindet, unterhalb dessen 
aber die Sauerstoffkonzentration potentialbestimmend wirkt, diirfte 
auch das verschiedene Verhalten von Hefesuspensionen bei Sauerstoff- 
iiberschu8 und -mangel zuriickzufiihren sein. Das Redoxpotential bei 
SauerstoffiiberschuB wird, wie Kluyver und Hoogerheide fanden, durch 
das Verhaltnis von Atmung zu Garung im System bestimmt: Bei Sauer- 
stoffmangel bzw. im geschlossenen System ist das Potential durch die 
Sauerstoffkonzentration bedingt, und die erhaltene Kurve stellt ein 
MaB fiir die jeweilige Sauerstoffkonzentration des Systems dar. Eine 
Anderung der Sauerstoffkonzentration kann aber nur durch die Atmung 
der suspendierten Hefezellen bedingt sein und die gefundenen Kurven 
miissen mithin die Atmungskurven der Hefe sein. Dies war schon 
anzunehmen, da Stier und Stannard (19) mit Hilfe der Warburgschen 
Apparatur ganz gleich verlaufende Kurven fanden und weiter feststellen 
konnten, daB bei Suspensionen von jungen (bis 24 Stunden alten) 
Kulturen der Sauerstoffverbrauch zuerst sehr grof ist, dann langsam 
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Zur Kenntnis der Vermehrungsvorginge bei Sprobpilzen. 1Y 


absinkt und sich schlieBlich asymptotisch dem Nullwert nahert. Je 
alter die Kultur war, um so niedriger war der anfangliche O,-Verbrauch 
und um so langsamer war der Abfall der O,-Aufnahme. Die genannten 
Autoren fanden also zwischen jungen und alten Kulturen die gleichen 
Unterschiede, die hier zwischen rasch und langsam wachsenden Arten 
gefunden wurden. Bekanntlich sind junge Kulturen derselben Art 
durch eine viel héhere Vermehrungsenergie ausgezeichnet als alte 
Kulturen. DaB es sich hierbei um die Atmungskurve handelt, laBt sich 
weiter durch partielle Vergiftung des Systems mit Kaliumeyanid 
einerseits oder mit Monojodessigsaure andererseits zeigen. Bei Zugabe von 
KCN-Lésung (m/2000 bis m/200) erfolgt ein plétzlicher Abfall des Poten- 
tialniveaus (Abb.7). Nach einem ge- 






































ringen weiteren Sauerstoffverbrauch, 
der vielleicht auf die Tatigkeit des 
gelben Ferments zuriickzufiihren ist, 
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erfolgt Stillstand und Konstantwerden des Potentials. Neuerliches 
Einblasen von Luft oder Sauerstoff, welches bei ungeschadigtem System 
das Potential auf seine urspriingliche Héhe hebt, war wirkungslos, ein 
Beweis, daB der Sauerstoffverbrauch im System durch den durch 
Kaliumeyanid vergiftbaren Teil der Hefeatmung bedingt ist. Ganz 
anders verhalt sich das System bei Zugabe von m/100 Monojod- 
essigsiure (Abb. 8). In diesem Falle tritt keine Hemmung des Kurven- 
verlaufes ein und bei Einleiten von Luft oder Sauerstoff tritt neuerlich 
ein Potentialsprung auf, wenn auch nicht ganz auf die urspriingliche 
Hohe. 

Es konnten experimentelle Anhaltspunkte fiir die Tatsache gefunden 
werden, daB die ,,Bios‘‘-Wirkung auf das Wachstum, zu mindest in 
vielen Fallen, in der Regulierung bzw. in der Beschleunigung der Atmung 
von SproBpiizen besteht; entsprechende Untersuchungen sind im Gang. 

Herrn Staatsrat Dr. Ing. G. H. Mautner v. Markhof sei auch an 
dieser Stelle fiir die gewahrte Unterstiitzung ergebenst gedankt. 


9* 
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Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methodik angegeben, welche gestattet, den Sauer- 
stoffverbrauch in einer Suspension lebender Hefezellen an Hand der 
Reduktions-Oxydationspotentia‘e zu verfolgen. Dies wird erreicht, 
indem die Messung in einem geschlossenen System bei Sauerstoffmangel 
erfolgt. Oberhalb eines gewissen Schwellenwertes sind die gemessenen 
Potentiale von der Sauerstoffkonzentration unabhangig, unterhalb des 
Schwellenwertes ist diese potentialbedingend. Die Kurven geben ein 
Bild von der Atmung der suspendierten Hefe. 

2. Bei verschiedenen SproBpilzen der Gattungen Saccharomyces, 
Zygosaccharomyces, Torulopsis, Debaryomyces und Mycoderma konnte 
ein Zusammenhang zwischen Atmung und Vermehrungsfahigkeit nach- 
gewiesen werden. Je starker die Atmung, um so kiirzer ist die Genera- 
tionszeit unter sonst gleichen Bedingungen. 
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Lipoide der einzelnen Proteinfraktionen aus Serum 
verschiedener Herkunft. 
Von 
Jézef Janicki und D. Assenhajm. 


(Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie der Jézef Pitsudski Universitat 
in Warschau.) 


(Eingegangen am 8. Mdrz 1937.) 


Die Anwesenheit von Fetten im Blutserum wurde von Chevreuil' nach- 
gewiesen. Le Canu* gelang es, Cholesterin im Serum festzustellen, und 
Gobley® bewies endgiiltig, daB Blutserum Lecithin enthalt. Beziiglich der 
sehr zahlreichen spaiteren Arbeiten iiber die Bedeutung und Bindungsweise 
der Lipoide im Serum verweisen wir auf die sorgfaltige Literaturzusammen- 
stellung von Madcheboeuf*. Trotz der zahlreichen Untersuchungen ist die 
Frage, ob die Lipoide wie die Aminosauren einen konstituellen Bestandteil 
einiger EiweiBsubstanzen bilden oder nur zufallige Beimischungen des 
Serums bzw. der einzelnen Eiweifbstoffe sind, heute noch unentschieden. 
Das letztere ist jedoch nach den bisherigen Befunden sehr unwahrscheinlich, 
da die Lipoide bekanntlich mit den gew6hnlichen Fettlésungsmitteln zum 
groBten Teil nicht extrahiert werden kénnen. Ferner ist noch nicht ent- 
schieden, ob die Bindung der Lipoide mit den EiweiBstoffen durch Haupt- 
oder Nebenvalenzen zustande kommt. Weiter ist die Frage, ob den Lipoiden 
bei der Bildung der einzelnen EiweiBfraktionen eine entscheidende Bedeutung 
zukommt, oder ob der Unterschied zwischen den einzelnen Eiweibfraktionen 
des Serums durch die Verschiedenheit der einzelnen Eiweifbausteine 
bedingt ist, noch unentschieden. Die neuesten Untersuchungen von Sz. v. 
Przytecki und seinen Mitarbeitern® weisen darauf hin, da kiinstliche 
Lipoidproteide erhalten werden kénnen, und zwar kommen die Autoren zu 
dem SchluB, daB bei der Entstehung der Lipoidproteide von dem Typus 
Fettsaureprotein oder Phosphatidprotein die basischen Aminosduren die 
Hauptrolle spielen, und dai auch die Bindegruppe CON H an dem Zustande- 
kommen der Lipoidproteide beteiligt ist. 

In der vorliegenden Arbeit sind Untersuchungen iiber den Lipoid- 
vehalt (Fettsiuren, Cholesterin und Lecithin) der einzelnen Eiweib- 
fraktionen aus Serum verschiedener Herkunft durchgefiihrt worden. 
Es sollte festgestellt werden, ob eine gewisse EiweifBfraktion, z. B. die 
der Euglobuline, bei verschiedenen Individuen einer Tierart einen 
bestimmten, konstanten Lipoidgehalt hat und weiter, ob bestimmte 
EiweiBfraktionen aus Serum verschiedener Tierarten durch den Lipoid- 


' Chevreuwil, Annales du Muséum (histoire naturelle 1823. * Le Canu, 
J. Phys. et Chim. 17, 485, 1831. ’Gobley, ebenda 21, 241, 1852. * Mache 
boeuf, Recherches sur les lipoides, les stérols et les protéides du serum. 
Paris 1928. — > St. v. Przylecki, Hofer, Frajberger, Grynberg, diese Zeitschr. 


282, 362, 1935; v. Przylecki u. K. Kasprzyk, ebenda 288, 29, 1936; E. Hofer, 
ebenda 288, 39, 1936; v. Przylecki u. E. Hofer, ebenda 288, 303, 1936. 
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gehalt charakterisiert werden kénnen. Ferner sollte untersucht werden, 
mit welchen Methoden lipoidfreie Eiweibe erhalten werden kénnen. 
AuBerdem wurde versucht, aus dem Lipoidgehalt von Eiweifen, die 
durch Elektrodialyse weitgehend gereinigt waren, auf die Funktion der 
Lipoide im Aufbau des EiweiBmolekiils zuriickzuschlieBen. 


Experimenteller Teil. 


Die einzelnen Eiwei®fraktionen, und zwar Euglobuline, Pseudo- 
globuline und Albumine, wurden aus verschiedenen Tierseren (Pferde-, 
tinder-, Schaf- und Géanseserum) hauptsachlich nach der Methode von 
Fr. Hofmeister und Spiro! gewonnen. Die Reinigung erfolgte durch drei- 
maliges Ausfallen mit (NH,).SO,4, dreitagige Dialyse (Cellophan) gegen 
flieBendes Leitungswasser und 1 Tag gegen destilliertes Wasser: einige 
Albumine wurden noch durch 72stiindige Elektrodialyse im Apparat von 
Pauli bei 400 Volt und 30 bis 40 Milliamp. weiter gereinigt. Getrocknet 
wurden die einzelnen Eiwei®fraktionen im Vakuum iiber konzentrierte: 
Schwefelsiure bei 35°C. AuBerdem wurden einige EiweiBe aus Pferde- 
serum nach den beiden Methoden von Young? und nach der Methode von 
Hardy und Gardinier® hergestellt. Hierbei sollte festgestellt werden, ob 
die nach diesen drei Methoden erhaltenen EiweiBe wirklich frei von Lipoiden 
sind. 

Extraktion der Lipoide. 

Die Extraktion der Lipoide aus den nach der Methode von Hofmeister 
erhaltenen EiweiBfraktionen (je 4 bis 10g) wurde 40 Stunden im Sowvhlet- 
Apparat durchgefiihrt und geschah 

a) mit A thyliither, 

b) mit Methylenchlorid nach erschépfender Extraktion mit Athyl- 
ather*. Eine mehr als 40stiindige Extraktion, sowohl mit Athylather als 
auch mit Methylenchlorid, brachte keine Lipoide mehr in Loésung. 

In den Ather- bzw. Methylenchloridextrakten wurden folgende Be- 
stimmungen ausgefiihrt: 

Trockengewicht des Extraktes: Nach 40stiindiger Extraktion wurde 
der Ather fast ganz abdestilliert, der Riickstand mit trockenem Athylathe1 
aufgenommen, filtriert und nach dem Abdestillieren des Athers im Wasser- 
trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Das Gewicht des Methylenchloridextraktes wurde durch einmaliges 
Abdestillieren des Methylenchlorids und Trocknen bis zur Gewichtskonstanz 
ermittelt. 

Der Cholesteringehalt wurde kolorimetrisch mittels der Reaktion von 
Liebermann u. Burchard in einem Teil der obigen Extrakte bestimmt, 
indem der Riickstand in 5 cem Chloroform gelést, 2 cem Essigsaéureanhydrid 
und 0,1 cem konz. Schwefelséure zugegeben, und nach 10 Minuten (im 
Dunkeln stehenlassen) mit einer L6sung von Naphtholgriin B in einem Keil 
verglichen wurde. 


' Fr, Hofmeister, Zeitschr. f. physiol. Chem. 14, 165, 1889; 16, 187, 
1891; Spiro, Porges u. Fuld, Beitr. z. chem. Physiol. u. Path. 3, 277, 1903. 


2 E.O. Young, Proc. Roy. Soc. London B. 98, 15, 1922. — * W. Hardy 
u. S. Gardinier, J. of Physiol. 40, 68, 1910. 4 Bancroft u. Riitzler, J. 


physic. Chem. 35, 144, 1931. 
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Der Lecithin- bzw. P-Gehalt wurde nach der von Fiske und Subarow! 
abgeanderten Methode von Chr. Bomskov bestimmt. Die Extrakte bzw. 
die Proteine wurden durch Zugabe von konz. H,SO, und wenig HNO, 
verascht. Neutralisierung mit N H,. 

Der Gesamtlipoidgehalt der einzelnen Eiweibfraktionen wurde 
nach der Methode von .W/. Kumagawa und K. Suto? ermittelt. In den 
Tabellen wird auBer dem Gesamtlipoidgehalt [Trockengewicht des 
Athylatherextraktes nach der zweiten Auflésung im trockenen Ather] 
das Gewicht des Petrolitherextraktes, welcher also die eigentlichen 
Fettsiuren enthalt, angegeben. Der Cesamtcholesteringehalt wurde 
im zweiten Athvlatherextrakt bestimmt. der Gesamtlecithingehalt 
durch die P-Analyse in !,g Protein ermittelt, wobei allerdings an- 
genommen wurde, das der Gesamt-P in den Serumproteinen nur als 
Lecithin vorliegt. 


a) Lipoide in verschiedenen Pferdealbuminen. 

Es sollte zuniachst festgestellt werden, ob die mit der gleichen 
Methode erhaltenen Albumine einer Tierart bei verschiedenen Indi- 
viduen einen konstanten Lipoidgehalt aufweisen, und ferner, welcher 
Teil der Lipoide tiberhaupt extrahierbar ist. Zu diesem Zwecke wurden 
Albumine aus acht verschiedenen Pferdeseren nach der Methode von 
Fr. Hofmeister hergestellt. Die Ergebnisse sind in Tabelle I zusammen- 
gestellt. 

Aus den Werten der untersuchten Pferdealbumine geht hervor, 
das die Gesamtmenge der Lipoide ganz erheblich schwankt, und zwar 
nicht nur die Gesamtmenge der in Athylither léslichen, sondern auch 
der in Petrolather léslichen Anteile. Der Gesamtgehalt der Lecithine 
sowie des Cholesterins scheint auBer bei dem Albuminpraparat | 
nicht so stark zu schwanken. Auch ist das Verhaltnis Cholesterin P 
(ausgenommen bei Albumin I) ziemlich konstant. 

Die Extrahierbarkeit der Lipoide mit Athylither sowie Methylen- 
chlorid schwankt je nach dem Albumin sehr stark, allerdings wird bei 
der Extraktion nur ein geringer Prozentsatz der Gesamtlipoide erfaBbt. 
Eine Ausnahme bildet Albumin II, welches gréBere Mengen extrahier- 
barer Lipoide enthalt. Es ist auffallig, daB bei diesem Albumin Lecithine 


1 Chr. Bomskov, J. of biol. Chem. 81, 629, 1929; Fiske u. Subarov, 


Zeitschr. f. physiol. Chem. 210, 67, 1932. > M. Kumagawa u. K. Suto, 
diese Zeitschr. 8, 212, 1907. * Dieses Albumin wurde mit schwach 


saurer (NH,),SO,-Lésung erhalten. Die Lecithine sind bekanntlich bei 
sechwach saurer Reaktion unléslich und blieben daher nach zweimalige: 
Ausfallung und darauffolgender Lésung auf dem Filter, was den niedrigen 
Lecithingehalt des Albumins I erkliren kann. Die Albumine IT bis VIII 
wurden mit neutral reagierendem (NH,),SO, pro analysi erhalten. 
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nicht wie tblich in den Athylather-, sondern in den Methylenchlorid- 
extrakt gehen. Dies zeigte sich bei anderen Albuminen noch viel deut- 
licher (vgl. Gansealbumin, Tabelle II). 


b) Lipoide in Pferde-, Schaf-, Rinder- und Gdnsealbuminen. 

Weiterhin wurde der Lipoidgehalt von Albuminen verschiedener 
Tierarten untersucht. Die Albumine wurde nach der Methode von 
Fr. Hofmeister hergestellt. Pferde-, Schaf- und Rinderalbumin weisen 
keine wesentlichen Unterschiede in der Extrahierbarkeit der Lipoide 
auf. Der Gesamtlipoidgehalt ist beim Schafalbumin wesentlich kleiner 
als beim Pferde- bzw. Rinderalbumin. Der Lipoidgehalt des Ganse- 
albumins ist dagegen wesentlich gréBer, und zwar gilt dies sowohl vom 
Fettsiuregehalt als auch vom Cholesterin- und Lecithingehalt. Trotz 
des etwa 300°, gréBeren Cholesterin- und Lecithingehalts ist das 
Verhaltnis Cholesterin’P im Gansealbumin fast dasselbe wie bei den 
verschiedenen Pferdealbuminen, namlich 14.7 (vgl. auch Tabelle I). 
Der Anteil der mit Athylither und mit Methylenchlorid extrahierbaren 
Lipoide ist bei Gansealbumin besonders grof (im Extrakt 67,3. in 
der Cholesterinfraktion 81,6°%, und bei den Lecithinen 35,3°, des 
Gesamtgehalts). Es sei betont, da auch hier die Lecithine nicht in den 
Athylather-, sondern in den Methylenchloridextrakt gehen. Methylen- 
chlorid scheint demnach eine besondere Affinitat zu den Lecithinen zu 
haben. Ein betrachtlicher Teil der Lipoide des Gansealbumins konnte 
trotz griindlicher Behandlung mit Athylather und Methylenchlorid 


nicht extrahiert werden. 


c) EinfluB der Elektrodialyse auf die Extrahierbarkeit der Lipoide verschiedener 
Albumine. 

Ferner sollte festgestellt werden, wie sich durch Elektrodialyse 
weitgehend gereinigte Albumine verschiedener Herkunft hinsichtlich 
der Extrahierbarkeit der Lipoide verhalten. In Tabelle II] sind die 
erhaltenen Werte zusammengestellt. Wir sehen, daB bei allen Albu- 
minen die Menge der extrahierbaren Lipoide durch die Elektrodialyse 
stark herabgesetzt wird, und zwar am stiarksten bei Schafalbumin und 
am wenigsten bei Rinderalbumin. Bei der Elektrodialyse des Rinder- 
albumins werden grofe Mengen von Eiweif an der Membran nieder- 
geschlagen. Wahrscheinlich handelt es sich um Beimengungen von 
Eu- bzw. Pseudoglobulinen, die erst bei weitgehender Dialyse ab- 


geschieden werden. 
d) Lipoide der Eu- und Pese udoglobuline. 


Bei der Dialyse der Eu- bzw. Pseudoglobulinfraktion bilden sich 
Niederschlage, wobei jedoch bei beiden Fraktionen des Serums ein 
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gréBerer bzw. kleinerer Anteil der Proteine in Lésung bleibt. obwohl 
gemaB der Definition .,Globuline* zu erwarten ware, dab sich die vanze 
Fraktion der Globuline abscheidet. Um festzustellen, ob der Lipoidgehalt 
bzw. die Extrahierbarkeit der Lipoide von Euglobulinen und Pseudoglobu- 
linen in Niederschlagen und in Lésungen gleich ist, wurden die betreffenden 
Fraktionen dialysiert, die Niederschlage von den Lésungen getrennt, 
beide getrocknet und extrahiert (Tabelle IV). Inden Niederschlagen der 
Globulinfraktionen befinden sich bedeutend mehr extrahierbare Lipoide 
als in den Lésungen. Bei Rinderpseudoglobulin ist dieser Unterschied 
am stirksten. Die Menge des extrahierbaren Cholesterins ist hier rund 
1700 %, gréBer als bei der entsprechenden Lésung dieser Eiweibfraktion. 
Auch der Gesamtgehalt an Lipoiden in den Niederschlagen ist bedeutend 
groBer. Dagegen ist die Menge des extrahierbaren Lecithins im Nieder- 
schlag nicht gréBer als in den Lésungen. Wahrscheinlich entsteht der 
Niederschlag nicht nur durch die erhéhten Mengen der an die Globuline 
gebundenen Lipoide, sondern auch, und vielleicht hauptsdchlich, durch 
die Verinderung der Lipoid-Eiweifbindung bei der Dialyse, was sich in 
der veranderten Extrahierbarkeit aufBert. Es mub nimlich angenommen 
werden, daB die extrahierbaren Lipoide durch andere Gruppen an das 
Eiweif gebunden sind, als die nicht extrahierbaren, wobei die Bindungs- 
weise von den anwesenden Salzen beeinfluBt wird. 


e) Lipoide in den Eu- und Pseudoglobulinen verschiedener Herkunft. 

Der Lipoidgehalt der Eu- bzw. Pseudoglobuline der einzelnen 
Tierarten ist ganz verschieden: die Pseudoglobuline enthalten mehr 
Cholesterin als die Euglobuline. Auch ist das Verhaltnis Cholesterin P* 
der einzelnen Globulinfraktionen verschiedener Herkunft nicht charak- 
teristisch ; es sagt also nichts iiber die Zugeh6rigkeit einer Proteinfraktion 
zu den Eu- bzw. Pseudoglobulinen aus. Der Lipoidgehalt der Globuline, 
und zwar hauptsiachlich derjenige des Cholesterins und der Lecithine, 
ist durchschnittlich viel kleiner als bei den Albuminen. 


f) Lipoidgehalt von EiweiBfraktionen, die nach verschiedenen Methoden her- 
gestellt wurden. 

Young! gibt zwei Methoden zur Herstellung von Albuminen an: 

Die eine (I) beruht auf Alkoholfallung in der Kalte, bei der anderen (II) 

wird das Serum vor der 50 °,igen Sattigung mit (N H,).50, mit Athyl- 

ither bei Zimmertemperatur geschiittelt, und die Albumine werden 

nach Entfernung der Globuline durch py-Anderung ausgefallt. In 


* H.H.T. Theorell (diese Zeitschr. 175, 297, 1926) fand ein gréberes 
Verhaltnis Cholesterin/P als wir, was auf die verschiedene Herstellungsweise 
der einzelnen EiweiSfraktionen zuriickgefiihrt werden mul. 1 £.0. 
Young, Proc. Roy. Soc. London B 98, 13, 1922. 
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beiden Fallen kommt 
Young angeblich zu 
dem gleichen  Pro- 
dukt. Wir haben 
nach seinen Metho- 
den aus demselben 
Serum  Proteinfrak- 
tionen hergestellt, um 
festzustellen, ob diese 
auch im Lipoidgehalt 
Ubereinstimmung 
zeigen. AuBerdem 
wurden Albumine 
und Globuline nach 
der Methode von 
Hardy und Gardinier! 
hergestellt. 

Aus Tabelle VI 
geht deutlich hervor, 
dab die nach der 
zweiten Methode von 
Young erhaltenen 
Proteine nicht ent- 
fettet werden; doch 
enthalten die so er- 
haltenen Globuline 
bedeutend weniger 
Lipoide als die nach 
der Methode’ von 
Fr. Hofmeister. Ein 
Teil der Lipoide des 
Serums kann dem- 
nach durch einfache 

Atherbehandlung 
entfernt werden. Die 
erste Methode von 
Young und die von 
Hardy und Gardinier 
sind beziiglich der 
Lipoidentfernung aus 


1 W. B. Hardy u. 
S. Gardinier, J.of Phy- 
siol. 40, 68, 1910. 
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den Serumproteinen gleichwertig; beide geben fettséure- und chole- 
sterinfreie Proteine. Der P-Gehalt konnte jedoch nicht ganz aus den 
Proteinfraktionen entfernt werden, was vielleicht darauf hinweist, dal} 
der Phosphor in den Serumproteinen nicht nur als Lecithin vorliegt. 


Tabelle VI. Eiwei®Bfraktionen vom Pferd. 





Gesamtlipoidgehalt in mg-°/, 








Extrakt — Cholesterin 
Eu- + Pseudoglobuline. . . . . .  Athylather 4800 
Methode Fr. Hofmeister . . . . .  Petrolather 2900 1215 -- 
Eu- + Pseudoglobuline . . . . . .  Athylather 2750 
ll. Methode Young: ....5 «0 .« Petrolather 1750 325 59,6 
Albumine + Globuline . . . . . .  Athylather Spuren Spuren 
I. Methode Young ...... .. jj Petrolither , - 16,2 
APIO. 5s x ss Re anes | Or - o 
I. Methode Youny ...... ..  Petrolather , 9,4 
Globuline . ... «4. » ss ss» | thylither , n 
I. Methode Young ...... .. .. || Petrolither  , “ 12,0 
Albumine + Globuline . . . .. .. Athylather —, 
Methode von Hardy und Gardinier Petrolather  , i 9,2 

Diskussion. 


Nach den Untersuchungen von Hardy!, welche Haslam? spater 
bestatigen konnte, sollen sich die Eu- und . Pseudoglobuline haupt- 
sichlich durch ihren Lipoidgehalt unterscheiden, und zwar soll der 
Gesamtgehalt der Globuline an Lecithin in den Euglobulinen enthalten 
und die Pseudoglobuline frei von Lipoiden sein. Wir konnten dies 
nicht bestatigen; vielmehr fanden wir in der Euglobulinfraktion sogar 
durchsechnittlich weniger Lecithine als in der Pseudoglobulinfraktion. 


Die Frage, ob der Lipoidgehalt die Léslichkeit der einzelnen Eiweib- 
fraktionen beeinfluBt, ist heute noch sehr umstritten. H.Chick*® nimmt 
sogar an, daB die Euglobulinfraktion dadurch zustande kommt, da die 
Pseudoglobuline Fett adsorbieren. Sérensen4 konnte dagegen beweisen, 
da®B das nach der Methode von Young bzw. Hardy und Gardinier entfettete 
Serum dieselben Mengen Eu- und Pseudoglobuline aufweist wie nicht ent- 
fettetes. Ebenso gibt Sandor® an, daB die durch Dialyse erhaltenen Eu- 
und Pseudoglobuline durchaus denselben Lipoidgehalt haben. 


+ 


Die widersprechenden Befunde beruhen u. E. auf der uneinheitlichen Deti- 
nition des Begriffes Euglobuline und Pseudoglobuline, sowie auf den ver- 


' W. B. Hardy, J. of Physiol. 38, 251, 1905. 2 H.C. Haslam, Biochem. 
J.-%, 402; 1913. 3 H. Chick, ebenda 8, 404, 1914. — 4S. P. L. Sorensen, 
C. r. du laboratoire Carlsberg 18, 5, 1930. — 5° G@. Sandor, Théses, Laval 
Imprimerie Barnéoud. Paris 1933. 
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schiedenen Darstellungsweisen. Nach Panum'! und Schmidt? sollen Globuline 
derjenige Teil der Serumproteine sein, welcher im destillierten Wasser 
unléslich ist, also bei der Dialyse ausfallt. Fr. Hofmeister® betrachtet 
dagegen als Globuline diejenige Proteinfraktion, welche bei Halbsattigung 
des Serums mit (N H,),SO, ausfallt. Spater zerlegte Marcets Emil4 die Gloku- 
line noch in zwei Teile, und zwar in Euglobuline, welche den in dest. H,O 
unléslichen Teil der mit (N H,),SO, bei 50°, Sattigung erhaltenen Globuline 
bilden (also bei der Dialyse dieser Globulinfraktion ausfallen sollen), und in 
Pseudoglobuline, welche im dest. H,O léslich sein sollen. Spiro, Porges und 
Fuld® dagegen nannten die bei ein Drittel Sattigung mit (N H,),SO, aus- 
fallenden Proteine Euglobuline und die zwischen ein Drittel und Halb- 
sattigung ausfallenden Pseudoglobuline. Es konnte nun aber festgestellt 
werden, das’ durch direkte Dialyse des Serums viel weniger Euglobulin 
erhalten wird, als durch Dialyse der Globulinfraktion, welche nach Fr. Hof- 
meister erhalten wurde. Auch erhalt man bei fraktionierter Fallung direkt 
aus dem Serum ganz andere Mengen an Eu- und Pseudoglobulin wie nach 
den beiden erstgenannten Methoden. 


In unserer Arbeit hielten wir uns an die eindeutige Fraktionierungs- 
Methode von Hofmeister bzw. Spiro. Bei der Dialyse der mittels frak- 
tionierter Fallung erhaltenen Euglobuline und Pseudoglobuline bildet 
sich immer ein Niederschlag. Wir betrachten den léslichen und un- 
loslichen Teil dieser Fraktionen zusammen als Euglobuline bzw. Pseudo- 
globuline. In einigen Fallen wurden beide Teile der Globuline getrennt 
aufgearbeitet, und wir kamen hierbei zu dem bemerkenswerten Ergebnis, 
daB die Menge der extrahierbaren Lipoide bei der unléslichen Fraktion 
bedeutend gréBer als bei der léslichen ist. Die Mengen der mit den 
gewohnlichen Lésungsmitteln extrahierbaren Lipoide ist in fast allen 
EiweiBarten mit Ausnahme des Gansealbumins nur ganz unbedeutend. 
Dagegen sind die extrahierbaren Lipoide in der unléslichen Fraktion der 
Globuline mengenmaBig sehr bedeutend; das gleiche gilt fiir die Fett- 
siuren, wohingegen Lecithine sowohl aus dem unldéslichen als auch aus 
dem léslichen Anteil der Globuline nur ganz unbedeutend extrahiert 
werden kénnen. 


Leider konnten wir wegen Mangel an Material nur in einem Falle, und 
zwar bei den Ochsenglobulinen, den Gesamtlipoidgehalt sowohl der Lésung als 
auch des bei der Dialyse entstandenen Niederschlags bestimmen, wobei 
sich ergab, da8 nicht nur der Gehalt an extrahierbaren Lipoiden, sondern auch 
der Gesamtlipoidgehalt in dem unldéslichen Teil der Globulinfraktion viel 
groBer ist als bei den léslichen Proteinen, und zwar gilt dies vor allem 
vom Cholesteringehalt, welcher fast ganz in den unléslichen Teil der Globulin- 
fraktionen iibergeht. Auch hier andert sich der Lecithingehalt ain wenigsten. 


1 Panum, Virchows Arch. 3, 1, 251, 1851. 2 A. Schmidt, Reichters 
u. Du Bois-Raymonds Arch., 1862. 3 Fr. Hofmeister, Arch. f. exper. 
Path. u. Pharm., 8S. 24——28, 1890. 4 Marcus, Emil, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 28, 559, 1899. 5 Spiro, Porges u. Fuld, Beitr. z. chem. Physiol. 


u. Path. 8, 277, 1903. 
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dap zwar der Lipoid- 
gehalt die Mengen der mittels fraktionierter Féillung mit (NH,).SO, 
erhaltenen Euglobuline, Pseudoglobuline und Albumine nicht beeintrdch- 
tigt, dap aber die mittels Dialyse erhaltenen unldslichen Fraktionen der 
Globuline bedeutend gréBere Mengen extrahierbarer Lipoide vor allem 
Cholesterin enthalten, als die léslichen Fraktionen. Es kann jedoch 
noch nicht eindeutig entschieden werden, ob der Gesamtlipoidgehalt 
stets in den unléslichen Fraktionen angereichert wird, da die betreffenden 
Analysen nur bei einem Euglobulin ausgefiihrt wurden. Die Dialyse- 
versuche zeigen, da} die Extrahierbarkeit der Lipoide aus Albuminen 
von deren Reinheitsgrad abhangig ist. 

Das Verhiltnis Cholesterin/P ist fiir die einzelnen Globulin- 
fraktionen nicht charakteristisch, doch scheint es bei den Pseudo- 
globulinen gréBer als bei den Euglobulinen zu sein. Zur Feststellung 
des Lipoidgehalts von Albuminen erwies es sich als unzweckmabig, 
diese durch Ansauerung bei 50°,iger Sattigung mit (NH,),SO, zu 
fallen. Der Lipoidgehalt der einzelnen EiweiBfraktionen variiert nicht 
nur bei dem Serum verschiedener Tierarten, sondern auch bei denselben 
Tierarten. 

Die Angaben von Bancroft, nach dem EiweiB durch Methylen- 
chlorid entfettet werden soll, konnten von uns nicht bestatigt werden. 
Die Extrahierbarkeit der Lipoide variiert bedeutend, ist aber im all- 
gemeinen, abgesehen vom Gansealbumin, nicht groB. 

Als verlaBliche Methoden zur Befreiung der Proteine von Lipoiden 
wurde die Methode von Young (erste Form) und die Methode von 
Hardy und Gardinier gefunden. Mit beiden konnte jedoch in keinem 
Falle der Phosphorgehalt ganz entfernt werden. Dies erinnert an die 
alteren Anschauungen verschiedener Autoren, nach welchen der Phosphor 
des Serums nicht nur als Lecithin vorliegt, sondern auch in Phosphor- 
proteiden enthalten sein soll. Auf Grund der verschiedenen Extra- 
hierbarkeit miissen fiir die Lipoide der Serumproteine zumindest zwei 
Bindungsarten angenommen werden. AuBer den basischen Amino- 
siuren und den CON H-Gruppen (St. v. Przyleckt und Mitarbeiter, s. 0.) 
miissen rein apolare Gruppen der Proteine in Betracht gezogen werden, 
wobei diese verschiedenartigen Bindungsweisen die Ursache der ver- 
schiedenen Extrahierbarkeit der Lipoide darstellen kénnen. 


Ergebnisse. 
1. Der Lipoidgehalt der aus verschiedenen Seren erhaltenen Eiweib- 
fraktionen ist fiir diese nicht charakteristisch. 
2. Die Eu- und Pseudoglobuline haben einen verschiedenen Lipoid- 
gehalt. 
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3. Die Extrahierung der Lipoide mit Methylenchlorid nach er- 
schépfender Extrahierung mit Athylather ist wenig wirksam und fiihrt 
nicht zur Entfettung der Proteine. 

4. Die Extrahierbarkeit der Lipoide ist bei dem in dest. Wasser un- 
léslichen Teil der Globuline bedeutend gréBer als bei dem léslichen. 
Der Lipoidgehalt scheint fiir die Entstehung der unléslichen Fraktionen 
der Globuline bei der Dialyse verantwortlich zu sein. 

5. Die Methode von Young sowie die von Hardy und Gardinier 
fiihren bis auf einen kleinen Teil des P-Gehalts beide zu einer voll- 
standigen Entfettung. 

6. Die durch Elektrodialyse gereinigten Albumine enthalten 
wesentlich kleinere Mengen extrahierbarer Lipoide als die durch gew6hn- 
liche Dialyse gereinigten. 

7. Gansealbumin ist bedeutend lipoidhaltiger als Pferde-, Rinder- 
bzw. Schafalbumin. Die Extrahierbarkeit der Lipoide bei Giainse- 
albumin ist gleichzeitig gegeniiber den iibrigen Albuminen aufer- 
ordentlich gesteigert. 

8. Das Verhaltnis Cholesterin/P ist bei vielen Pferdealbuminen 
und beim Gansealbumin annahernd 14, beim Schaf betragt es dagegen 
17,2 und beim Ochsen 21,9. Das Verhaltnis Cholesterin /P ist bei den 
Globulinen ganz verschieden und bei den Euglobulinen durchschnittlich 
kleiner als bei den Pseudoglobulinen. 


Wir danken Prof. Dr. St. v. Przylecki fiir Rat und anregendes Interesse 


bei der Ausfiihrung dieser Arbeit, sowie dem Fundusz Kultury Narodowy 
in Warschau fiir das Forschungsstipendium fiir einen von uns. 
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Uber den Einflu6B des (-Vitamins auf das Blutbild. 
Von 
Zoltan Aszédi. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ung. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 11, Marz 1937.) 


Da der Skorbut als Hyperthyreoidismus aufgefaBt werden kann, 
wie dies aus den Untersuchungen von J. Mosonyi (1) hervorgeht, und 
da bei Hyperthyreoidismen im Blut bilde charakteristische Veranderungen 
vor sich gehen, erschien es von Interesse, Einblick in die qualitativen 
und quantitativen Veranderungen des Blutbildes bei Skorbut zu ge- 
winnen. Nach v. Euler und Malmberg (2) miissen wir dem Antago- 
nismus zwischen C-Vitamin und Thyroxin eine Rolle in der hormonalen 
Beeinflussung des Blutbildes zusprechen. Zur Aufklérung dieser 
Zusammenhinge war es daher wichtig, auch die Wirkung von im 
Uberschu8 verabreichtem C-Vitamin und Thyroxin auf das Blutbild 
zu untersuchen. 


In der Literatur stehen nur sehr wenige diesbeziigliche experimentelle 
Daten zur Verfiigung. Nach den Ergebnissen von v. Euler und Malmberg (3) 
verindert sich die Zahl der roten Blutkérperchen von erwachsenen, an 
Skorbut leidenden Meerschweinchen nicht. Sogar bei relativ jungen Tieren, 
bei welchen sich der Skorbut schnell entwickelt, ist das Absinken der Zahl 
der roten Blutkérperchen unsicher und veranderlich. Im Gegensatz dazu 
sinkt die Zahl der roten Blutkérperchen bei 200 bis 250 g schweren, somit 
bei ganz jungen, mit C-vitaminfreier Milch und mit Zwieback gefiitterten 
Meerschweinchen schon in der dritten Woche stark ab. Jonas (4) fand eine 
Verminderung sowohl des Hamoglobins als auch der roten Blutkérperchen 
nach Entzug des antiskorbutischen Vitamins. Mettier und Chew (5) beob- 
achteten ebenfalls an Meerschweinchen die Entwicklung von Anamie in 
spateren Stadien des Skorbuts und nehmen als Grund dafiir eine verzégerte 
Bildung der roten Blutkérperchen an. Auch an Menschen zeigt sich bei 
Skorbut oft hypochrome Anaémie, welche aber keine Folge der Blutungen 
darstellt. 

v. Euler und Malmberg (6) fanden auch die Zahl der weiBen Blutkérper- 
chen bei experimentellem Skorbut vermindert, waihrend Béger und Martin (7) 
keine diesbeziigliche Verainderungen feststellen konnten. Bei menschlichem 
Skorbut treten nach den meisten Autoren keine Verainderungen auf, wenn 
auch Senator (8) eine starke Leukocytose und Labor und Hausmann (8) 
Leukopenie mit Lymphocytose nachwiesen. Beziiglich des qualitativen 
Blutbildes stehen uns ebenfalls nur wenige Daten zur Verfiigung. So fand 
Arneth (8) keine Verainderung im qualitativen Blutbilde bei Skorbut (9), 
Suzuki und Matsumoto bei schwerer Mdéller-Barlowscher Krankheit hin- 
gegen neben starker Animie und Sinken des Hamoglobins Leukopenie, 
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Lymphocytose, Verminderung der eosinophilen, Verschwinden der baso- 
philen und Erscheinen von unreifen, jugendlichen Leukocytenformen. 


Bei Uberschu8 an C-Vitamin fand Kreitmair (10) bei saponinandmischen 
Katzen sowohl eine Vermehrung der Zahl der roten Blutkérperchen als auch 
eine soleche des Hamoglobins nach Ascorbinsaéureeinwirkung. Trotzdem beob- 
achteten Béger und Martin (7) keine Besserung bei sekundaren, hamo- 
lytischen Anamien nach Verabreichung von C-Vitamin. Nach groBen Dosen 
von Cebion trat nach Schade (11) sowohl bei einigen Fallen von Hamophilie 
als auch unter experimentellen Bedingungen Leukopenie mit Lymphocytose 
und Eosinophilie auf. Béger und Martin konnten das Auftreten von Lympho- 
cytose nicht bestatigen, da sie eine Verminderung der segmentkernigen 
Leukocyten nur voriibergehend sahen, wahrend sich diese bei Weiter- 
behandlung mit Cebion vermehrten. Ihre Versuche weisen darauf hin, daB 
sich weder die absolute Zahl der Leukocyten, noch ihre prozentuelle Ver- 
teilung auf Verabreichung von Ascorbinséiure verandert. Eufinger und 
Gachtgens (12) konnten bei myeloider Leukaimie durch Verabreichung von 
Ascorbinsaure eine starke Herabsetzung der Zahl der weiBen Blutkérperchen 
erreichen (von 27450 auf 3500), waihrend dies bei gesunden Menschen und 
bei Tieren auch nach groBen Dosen nicht erreicht werden konnte. Spohr 
und Pongratz (13) untersuchten, ausgehend von den Literaturangaben, 
nach welchen C-Vitaminverabreichung Leukopenie hervorruft, die Wirkung 
der Ascorbinsaéure auf die infektidse Leukocytose in Tierversuchen und bei 
Menschen, fanden aber keine depressive Eigenschaft des C-Vitamins wahrend 
der Infektion. Im qualitativen Blutbilde stellten sie sowohl bei Menschen 
als auch in Versuchen mit Meerschweinchen Neutrophilie mit der ent- 
sprechenden Verminderung der Lymphocytenzahl fest. 


Methodik. 


Die Versuche wurden an 180 bis 700 g schweren Meerschweinchen aus- 
gefiihrt, welche vor den Versuchen 8 Stunden hungerten. Die Blutentnahme 
erfolgte durch einen Nadelstich aus einer der Randvenen der vorher glatt 
rasierten 4uBeren Ohroberfliche. In dem austretenden Blutstropfen wurde 
dann die Hamoglobinbestimmung (nach Sahli) und die Zahlung der roten 
und weiBen Blutkérperchen ausgefiihrt. Ferner wurden zwei Blutausstrich- 
praparate angefertigt und nach Romanowsky-Giemsa gefarbt. Eine Gruppe 
der Versuchstiere (9) erhielt taglich 30 bis 150 mg Ascorbinséure (Cevita, 
Proscorbin) subeutan unter die Bauch- oder Riickenhaut. Diese Tiere 
bekamen wahrend der ganzen Dauer des Versuchs C-vitaminreiches Futter, 
und zwar Hafer und viel Kohlblatter. 


Bei einer zweiten Gruppe (23) wurde Skorbut durch Verabreichung von 
C-vitaminfreier Kost erzielt. Der GroBteil dieser Tiere erhielt au®er sterili- 
sierter, mit Lebertran versetzter Milech noch Zwieback, wahrend bei den 
restlichen fiinf Tieren an Stelle von Zwieback Hafer trat. 


Der dritten Gruppe injizierte ich subcutan Thyroxin, und zwar taglich 
100 bis 250 y. Diese Tiere wurden ebenfalls auf vitaminreicher Kost ge- 
halten. 


Nach Feststellung des normalen Blutbildes unterwarf ich die Tiere 
den oben angefiihrten Versuchsbedingungen und priifte das Blutbild in 


Intervallen von 4 bis 5 Tagen neuerlich. 
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Versuchsergebnisse. 

Die Versuchsdaten sind in den Generaltabellen nach den einzelnen 
Gruppen zusammengefaBt, und zwar die mit AscorbinsaureiiberschuB 
behandelten, die skorbutischen und die mit Thyroxin behandelten Tiere 
getrennt. 

Das Blutbild normaler Tiere. 

In Tabelle I finden sich die Angaben iiber das Blutbild saémtlicher 
bei den Versuchen verwendeter Tiere, und zwar in drei Gewichtsgruppen 
angeordnet: Erwachsene Tiere (500 bis 700g), im Wachstum begriffene 
(300 bis 400g) und junge Tiere. 


Tabelle I. 











Quantitatives Blutbild | Qualitatives Blutbild 
328/883 | BPisis| Bilseiz_| 2 
Tiergruppe =So|mes | aia] 4 £i38\a8 2s 
B= 1088 | 3 o|S is |ge@i S| se 
22s age | e| 2] |} # |&s| 8b] ge 
SEA lost | SiSiga| 3a ig#i2° | 75 
aes sud fey ES ihe al J 
— - m . ee | an | 
Erwachsene Tiere (Mittel- 
werte aus 17 Tieren) . | 5,45 14,2 | 85 |0,78/31/, 1, 2 | 37 56) 1 
Im Wachstum begriffene 
Tiere (Mittelwerte aus 
4 Tieren) ...... || 5,481 7,6 |-90 |0,83/11/,| */, | 1 So’ | 57 | 1 
Junge Tiere (Mittelwerte 
aus 10 Tieren). . . . | 5,24; 4,6 | 77 |0,73]) 4a} Ny | 1 86 | 61} 1 
Gesamtmittelwerte: 587 | 86 84/078 2 4, LY), 387) 58 1 


Diese Werte stimmen mit den Literaturangaben tiberein. Gabbi, 
Klieneberger, Carl, Bender de Witt fanden als Mittelwert der roten Blut- 
kérperchenzahl 5,5 Millionen, v. Zuler und Malmberg bei acht Tieren 
6,05 Millionen pro cmm. Das Hamoglobin wurde von Klienberger (14) 
mit 83 bis 107 gefunden. Die Zahl der weiBen Blutkérperchen betragt 
nach Jaffé (14a) 8000 bis 10000, nach Klieneberger 6900 bis 13400. 

Auch die Verteilung der weiSen Blutkérperchen entspricht im all- 
gemeinen den von Klieneberger an 22 Meerschweinchen gefundenen Mittel- 
werten. Nach seinen Angaben ist fiir das qualitative Blutbild die 
Lymphocytose charakteristisch, d.h. die Lymphocyten stellen 60 bis 
64 °, samtlicher weiBer Blutkérperchen dar. 

Bei meinen Versuchen wurde das Blutbild von 31 Meerschweinchen 
festgestellt. Die Zahl der roten Blutkérperchen betragt im Mittelwert 
5,37 Millionen, bei jungen Tieren etwas weniger als bei alteren. Auf- 
fallend ist, daB die Zahl der weiBen Blutkérperchen mit zunehmendem 
Alter anwachst ; so ist sie bei jungen Tieren 4600, bei alten 14200, im 
Mittelwert 8600. Das Hamoglobin (nach Sahli) betragt im Mittelwert 84, 
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der Farbeindex 0,78. Die Verteilung der weiBen Blutkérperchen ent- 
spricht ebenfalls den Angaben von Klieneberger. Der einzige EinfluB 
des Alters ist in der Zah] der eosinophilen Zellen zu finden, welche um so 
zahlreicher sind, je alter das Tier wird. 


Verdnderungen des Blutbildes bei C-Vitaminiiberschuf. 


Tabelle II. 





Quantitatives Blutbild Qualitatives Blutbild 








,28lidtas ] © o 
+52 BSE! s z =|2| lao]: 
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Normalmittelwerte bei 
Tieren vor Ascorbin- 
siurebehandlung . . . | 5,58 | 156 83 0,72); 3 1, 2 33 60/1", 


Mittelwerte der maxima- 

len Veranderung nach 

Ascorbinsaurebehand- 

lung ........ | 684} 1834) 97 | O77) 4/4138) 56; 36 | 14, 
Steigerung (+) bzw. Her- 

absetzung (—) der Werte 

infolge Ascorbinsiure- 


behandlung in % . +12,7 —14,1+16,9 +6,9 +66 —66 


Verabreichung von C-Vitamin im UberschuB verursacht Ver- 
anderungen nicht nur im quantitativen, sondern auch im qualitativen 
Blutbilde. Die Zahl der roten Blutkérperchen fing schon 3 bis 4 Tage 
nach Beginn der Injektionen zu steigen an und erreichte ihr Maximum 
regelmaBig am Ende der ersten Woche. Die Steigerung trat ausnahmslos 
bei allen neun Tieren ein; am kleinsten war sie bei Tier Nr. 20 (0,12 Milli- 
onen), am gréBten bei Tier Nr. 21 (1,48 Millionen). Die Steigerung betrug 
im Mittelwert 0,706 Millionen (12,7 °%). Eine etwas gréBere Steigerung 
fand ich beim Himoglobin (16,9), infolgedessen zeigte auch der Farbe- 
index gréBere Werte. Meine Versuche bestatigen daher die Angaben 
von Kreitmair, der ebenfalls eine Steigerung der roten Blutkérperchen 
bei saponinandmischen Katzen feststellte. 

Im Zeitpunkt der maximalen Steigerung der roten Blutkérperchen 
fand ich dagegen eine Herabsetzung der Zah] der weiBen Blutkérperchen 
(14,1 %), eine Tatsache, die mit den Beobachtungen von Schaae (11) 
bei experimenteller Leukopenie und mit dem bei Leukamie von Eufinger 
und Gachtgens (12) festgestellten Leukocytensturz in Ubereinstimmung 
steht. Fiir die Veranderung des qualitativen Blutbildes ist charak- 
teristisch, daB an Stelle der Lymphocytose Neutrophilie tritt. An Stelle 
des unter normalen Umstanden 33°, betragenden Mittelwertes der 
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segmentkernigen Leukocyten fand ich 55°%, in einigen Fallen sogar 
70 bis 80°. Die Verminderung der Lymphocytenzahl wird schon am 
vierten Tage der C-Vitamindarreichung sichtbar, und in einigen Fallen 
kann die Leukocytenzahl bis auf 24, ja sogar 14°, herabsinken. Eine 
ebenso starke Herabsetzung fanden Spohr und Pongratz (13) an Meer- 
schweinchen (16 bis 20%). Die Zahl der eosinophilen Leukocyten zeigt 
hingegen nach Ascorbinséureverabreichung eher eine Vermehrung. 


Verdnderung des Blutbildes nach Entzug des C-Vitamins. 
In Tabelle Illa sind die Ergebnisse der an jungen und an er- 


wachsenen Tieren durchgefiihrten Versuche getrennt zusammengestellt. 


Tabelle Illa. 





Rote Blut- Weife Blut- 
kérperchen kérperchen 
in Millionen in Tausend 


Himoglobin 


anh Wakie Farbeindex 


Normalmittelwerte der 
Tiere vor der Skorbut- 
PR ce bisa: oR 5,29 5,70 19 0.74 


Mittelwerte der maxi- 

malen Steigerung nach 

Skorbutdiat. . ... 6,35 5,85 86 0,67 
Steigerung (+) bzw. 

Herabsetzung (—) der 

Werte nach Skorbut- 

diat in% ..... |i + 20,0 +28 + 89 


Junge Tiere 


Normalmittelwerte der 
Tiere vor der Skorbut- 
diat . 4,89 14,4 82 0,84 

Mittelwerte der maxi- 
malen Steigerung nach 
Skorbutdiét. . . .. 6,33 15,7 91 0,72 


Steigerung (+) bzw. 
Herabsetzung (—) der 
Werte nach Skorbut- 
dist in'% 6. SI) +88 + 10,9 


rwachsene Tiere 


E 
4 





Die Zahl der roten Blutkérperchen und die Menge des Hamoglobins 
der mit Milch gefiitterten jungen Tiere zeigt schon in der ersten Woche 
eine starke Steigerung (20,0 bzw. 8,9°), die spatestens in der zweiten 
Woche ihr Maximum erreicht. Die ganz jungen Tiere gehen meistens in 
der zweiten bis dritten Woche der Skorbutdiat zugrunde, doch zeigt die 
Zahl der roten Blutkérperchen und die Menge des Hamoglobins zu 
diesem Zeitpunkt schon abnehmende Tendenz. Bei Tieren, die diesen 
Zeitpunkt iiberleben, tritt eine starke Senkung der roten Blutkérperchen 
und des Hamoglobins ein (s. Tabelle IIT b, 33,5 %). 
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Die Zahlen fiir rote Blutkérperchen und fiir Hamoglobin zeigen bei 
erwachsenen Tieren eine noch starkere Zunahme (29,5 bzw. 10,9°). 

Sowohl bei jungen als auch bei erwachsenen Meerschweinchen ist 
die Zunahme der roten Blutkérperchen gréBer als die des Himoglobins, 
so daB der Farbeindex im Vergleich zu normalen Verhaltnissen eine 
Abnahme aufweist. Mit dem Absinken der Zahl der roten Blut- 
kérperchen sinkt auch die Menge des Hamoglobins, doch ist dabei die 
Verminderung der roten Blutkérperchen gréBer als die des Hamo- 
globins; der Farbeindex wird daher in diesem Falle gréBer und nahert 
sich dem normalen Werte (0,75 %). 


Tabelle IIIb. 





Maxi- Mini- Zahl der 


pe 4 ‘ Haimoglobin Farbeindex weifen Blut- 
male male kirperchen 
' der der der der der der tnte 
Tier Zahl po maxi- mini- maxi- mini- maxi-_ mini- — 
, a “-malen malen malen malen malen_ malen in 0 
Pa a Zahl der roten ? nae Zahl der roten 
der roten q wehoarn . 2ahl der roten é ar 
Blutkérperchen Blutkérpe rehen Blutkérperchen Blutkrperc hen 
in Millionen entsprechend = “‘entsprechend | °tSprechend 
Nr. o (nach Sahii) “2 in Tausend 
13 6,25 | 4,66 | - 25,4 84 70 6,2 8,1 31,5 
16 645 449 -30,4 84 75 3,5 | 11,8 237,1 
17 7,02 | 4,16 -40,7. 102 65 3,5 9,6 +174,3 
18 6,85 | 4,25 | - 37,9 94 60 9,2 | 12,6 + 36,8 
19 8,29 4,10 |-37,3) — _ 48 7,2 + 41,0 
33 5,85 4,14 |-292 86 66 11,8 136 | + 15,2 
— | 6.78 447 ||-385 90 67 0,66 | 0,75 6,49 10,49 + 893 


Das Verhalten der weiBen Blutkérperchen verdient besondere 
Besprechung. Im Zeitpunkt der maximalen Steigerung der roten Blut- 
kérperchen zeigen die weiben Blutkérperchen der jungen Tiere im 
Mittelwert eine Zunahme von 2,8°%, die der alteren eine von 8.8%). 
Diese geringe Zunahme stellt den Mittelwert der Zahl der weiBen Blut- 
kérperchen von 13 Tieren dar, wobei jedoch in mehreren Fallen auch 
ein Absinken der Zahl nachgewiesen wurde. Eine tatsaichliche Zunahme 
der weiBen Blutkérperchen tritt erst dann ein, wenn die Zahl der roten 
Blutkérperchen zu sinken beginnt. Aus Tabelle IIIb geht klar hervor, 
daB die weiBen Blutkérperchen eine Zunahme von 89,3°%, zeigen, 
wihrend die roten Blutkérperchen um 33,5 °% absinken. Die Zunahme 
trat bei allen sechs Tieren ein. 

Auch das qualitative Blutbild weist charakteristische Unterschiede 
auf. So beginnt sowohl bei jungen als auch bei erwachsenen Tieren nach 
Einfiihrung der Skorbutdiat die Zahi der segmentkernigen Leukoeyten 


zu steigen, die der Lymphocyten zu sinken, die Lymphocytose wird 
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durch Neutrophilie ersetzt. In der dritten Woche kehrt sich aber dieses 
Verhaltnis um, die Zahl der Lymphocyten beginnt zu steigen und wird 
sogar grOBer als unter normalen Verhaltnissen. Bei jungen Tieren fallt 
die Zunahme der Lymphocyten mit dem Auftreten der Anamie zu- 
sammen. 


Diese Steigerung der Lymphocytenzahl laBt sich am besten bei 
den fiinf Tieren nachweisen, bei welchen sich die Skorbutdiat dadurch 
unterschied, daB neben Milch Hafer an Stelle von Zwieback gereicht 
wurde. Bei diesen Tieren erfolgte die Blutentnahme in einem stark 
vorgeriickten Stadium des Skorbuts und die Zahl der Lymphocyten 
zeigte, wie aus Tabelle IIIc ersichtlich ist, eine starke Zunahme (46 °/), 
die der segmentkernigen Leukocyten eine starke Abnahme (59°). 


Tabelle IIIc. 





Qualitatives Blutbild 


Eosino- Baso-  Stab- | Segment- Lympho- Mono- 
phile phile kernige | kernige cyten nucleare 
Normalwerte der Tiere 
vor der Skorbutdiat . . 31/, Wy 2 37 56 1 
Mittelwerte der Tiere nach 
der Skorbutdiat .. . Wy 6’ 1 15 82 1), 
Steigerung (+) bzw. Herab- 
setzung (—) der Werte 
nach Skorbutdiat in °,, ' — 59 + 46 


Fiir die im qualitativen Blutbild erfolgten Veranderungen ist 
weiterhin eine starke Abnahme bzw. gianzliches Verschwinden der 
eosinophilen Leukocyten wahrend der Ausbildung des Skorbuts charak- 
teristisch. 


Mit fortschreitender Anamie beobachtete ich bei jungen Tieren oft 
eine Poikilo- bzw. Anisocytose der roten Blutkérperchen und das Auf- 
treten von Normoblasten. 


Verdnderung des Blutbildes nach Thyroxinverabreichung. 


Diese Versuche wurden an vier erwachsenen Tieren in sechs Ver- 
suchsreihen durchgefiihrt. Die Tiere wurden bei C-vitaminreicher Kost 
gehalten und bekamen taglich 100 bis 250 y Thyroxin in steigenden 
Dosen subcutan injiziert. Auf Einwirkung des Thyroxins sank ihr 
Korpergewicht und stieg nach Aussetzen der Injektionen wieder an 
(s. Versuche 10 und 10a und 11 und Ila in der Generaltabelle). Auf 
erneuerte Thyroxingaben sank das Gewicht abermals, und die Tiere 
gingen meistens bei einem Verlust von 40% ihres Kérpergewichts ein. 
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Tabelle IV. 











Quantitatives Blutbild Qualitatives Blutbild 
: se B3 3 = p- & © 
mes|23 £2) 28/\a/€£ os 
ese|3. 8 2/5/18 52 
SE | se  elaeligis As 
CD 2 = = S faa) s S 
toi! = ~ joa} ma 
Normalwerte der Tiere vor 
der Thyroxinbehandlung. 5,69 11,6 91 79 5 % 2 £32 57 1 
Mittelwerte der maximalen 
Veranderung nach Thyro- 
xinbehandlung ..... | 6,14 13,9; 92 | 75] 1/)%/.| 2) 25 70} 1 
Steigerung (+) bzw. Herab- 
setzung (—) der Werte 
infolge Thyroxinbehand- 
lpg 30 Sc sk ot fee | FIO SE 23 +23 


Das quantitative und qualitative Verhalten des Blutbildes ist aus 
Tabelle IV ersichtlich. Die zum Vergleich herangezogenen Werte 
wurden immer im Zeitpunkt des gréBten Gewichtsverlustes be- 
rechnet. 


Die Zahl der roten Blutkérperchen steigt bei Thyroxineinwirkung 
(im Mittel 7,9 %), der Hamoglobingehalt ebenfalls, jedoch in sehr kleinem 
AusmaBe (im Mittel 1,1 °%). Mit starkerem Gewichtsverlust sinkt die 
Zahl der roten Blutkérperchen. Eine starkere Verminderung der roten 
Blutzellen konnten auch v. Kuler und Malmberg in der dritten Woche 
der Thyroxinbehandlung beobachten. Zondek und Koehler (15) fanden 
ebenfalls eine auf Einwirkung von Thyroxin beinahe akut eintretende Zu- 
nahme der roten Blutkérperchen, welche sie damit erklaren, daB das 
Thyroxin einen Reiz auf das Knochenmark ausiibt. 


Die Zahl der weiBen Blutkérperchen stieg bei drei Versuchen, bei 
weiteren drei sank sie aber. Nach Thyroxingaben zeigten jedoch die 
Mittelwerte eine Zunahme der weiBen Blutkérperchen (19,8°,). Damit 
wird auch der von v. Euler und Malmberg gefundene Leukocytenanstieg 
nach Thyroxindarreichung bestatigt (15a). 


Das qualitative Blutbild zeigt bei allen Versuchen die gleichen Ver- 
anderungen: Die Zahl der eosinophilen Leukocyten sinkt und die 
Lymphocytose steigt auf Kosten der neutrophilen Zellen. Die Ver- 
anderungen des qualitativen Blutbildes treten sukzessiv auf und sind 
am ausgesprochensten dann, wenn die Thyroxinwirkung ihr Maximum 
erreicht. 
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Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Den Ausgangspunkt meiner Versuche bildeten jene Ergebnisse, die 
zur Annahme eines zwischen Vitamin C und Thyroxin bestehenden 


Antagonismus fiihrten. Nach diesen Angaben hebt das Vitamin C die 
Wirkung des Thyroxins auf, wahrend die Schilddriisenwirkung bei 
Entzug von Vitamin C in den Vordergrund tritt. Der Beweis fiir das 
Bestehen dieses Antagonismus wurde zuerst mit Hilfe von Gaswechsel- 
versuchen erbracht. Die Angaben von Mosonyi und Rigo (16), nach 
denen man den erhéhten Grundumsatz skorbutischer Meerschweinchen 
durch Verabreichung von Ascorbinséure auf ein normales Niveau 
herabsetzen kann, wurden von mehreren Autoren bestatigt. Demol und 
I ppen (17) zeigten gleichfalls, daB die Heilung der mit Thyroxin thyreo- 
toxisch gemachten Meerschweinchen durch Verabreichung von C- Vitamin 
erfolgen kann. Uberzeugende Beweise fiir diesen Antagonismus bringen 
ferner die Versuche Mosonyis (18), in welchen er bewies, daB auf 
Thyroxinwirkung hin der C-Vitamingehalt der Leber und der Neben- 
nieren der Meerschweinchen stark herabgesetzt wird, wihrend bei auf 
C-vitaminfreier Kost gehaltenen Ratten das C-Vitamin in den Neben- 
nieren nach Thyreoidektomie auf das Doppelte anwachst. Nach in 
unserem Institut durchgefiihrten Versuchen (19) steigt der Jodspiegel 
des Blutes bei skorbutischen Meerschweinchen, wahrend er nach Léhr (20) 
auf Verabreichung von Ascorbinsaure sinkt. Fiir diesen Antagonismus 
sprechen auch die Versuche von Garta (21), nach denen der kolloid- 
osmotische Druck und der Albumin-Globulinquotient bei Skorbut sinkt, 
bei Verabreichung von C-Vitaminiiberschu8 jedoch anwachst. 

Auf Grund dieser Versuche bezeichnet Wosonyi (1) den Hyper- 
thyreodismus als die Ursache eines groBen Teiles der skorbutischen 
Symptome. Die Ergebnisse meiner Blutbikduntersuchungen unter- 
stiitzen die Richtigkeit dieser Annahme. Wenn auch zu Beginn der 
Skorbutdiaét die roten Blutkérperchen der Tiere stark zunehmen, so 
tritt trotzdem mit fortschreitendem Skorbut eine Anaimie mit Poikilo- 
eytose, Anisocytose und Normoblastamie auf. Diese Tatsache ist 
besonders an jungen Individuen festzustellen. Den Grund fiir die 
Erythrocytenvermehrung suchen Zondek und Koehler (15) in einer 
Reizung des Knochenmarks, fiir welche Annahme die Beobachtung 
vieler Autoren spricht, daB sich die Zahl der Reticulocyten vermehrt. 
Die weiBen Blutkérperchen zeigen jedoch ein von dem von v. Euler und 
Malmberg (2) beobachteten Bilde abweichendes Verhalten. Diese 
Autoren fanden namlich in der fiinften Woche der Skorbutdiit, also 
in der anamischen Periode, eine starke Leukopenie. Bei meinen Ver- 
suchen war dagegen zur Zeit der starksten Vermehrung der roten 
Blutkérperchen die Zunahme der weiben Blutkérperchen, besonders 
bei jungen Tieren, im Mittel berechnet, sehr klein, ja bei acht Fallen 
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von 13 Tieren erhielt ich sogar eine Senkung und nur die starke 
Erhéhung der Leukocyten bei den iibrigen Tieren ergab die scheinbare 
Vergr6Berung des Mittelwertes; man kann daher eher in diesem Zeit- 
punkte von Leukopenie sprechen. Im Gegensatz dazu steht die wihrend 
der anamischen Periode immer ausgesprochene Leukocytenzunahme 
bei den erwachsenen Tieren. Beziiglich der qualitativen Verteilung 
der weiBen Blutkérperchen erscheint gerade in dieser letzten Periode 
das typische Kochersche Blutbild. 


Das bei schwerem Skorbut erhaltene Blutbild stimmt also mit dem 
fiir Basedow charakteristischen iiberein. Aber nicht nur infolge der 
Ubereinstimmung des unter experimentellen und klinischen Verhalt- 
nissen auftretenden Blutbildcharakters kann man den Skorbut als 
Hyperthyreoidismus auffassen, sondern auch die von anderen Autoren 
gefundene Hyperplasie der Schilddriise bei skorbutischen Tieren spricht 
dafiir [ Bessesen (22), Lopez-Lomba und Randoin (23), Marine, Baumann 
und Rosen (24)]. Bei meinen Versuchen an Schilddriisen von Meer- 
schweinchen fallt nicht nur die VergréBerung und die Blutfiille dieses 
Organs schon makroskopisch auf, sondern die gesteigerte Driisen- 
tatigkeit zeigt sich auch bei histologischen Praparaten darin, da die 
Zahl der Acini gréBer und ihr Kolloidgehalt vermehrt ist. 


Diese Annahme wird auch durch die Thyroxinversuche unterstiitzt, 
welche ich zum Vergleich zwischen dem Blutbild bei Skorbut und 
bei experimenteller Hyperthyreose anstellte. Bei diesen Versuchen 
kénnen wir nur die Zunahme der roten Blutkérperchen beobachten, 
und zwar deshalb, weil die Tiere — wahrscheinlich infolge ihres groBen 
Gewichtsverlustes — die anamische Periode nicht mehr erleben. Doch 
laBt die Leukocytenzunahme, die starke Lymphocytose im Blutbild, 
das Absinken der eosinophilen Leukocyten einen SchluB auf die 
gemeinsame Herkunft der beiden Zustande zu. 


Wenn aber die Ubereinstimmung des skorbutischen und des hyper- 
thyreotischen Blutbildes ein fiir den C- Vitaminmangel charakteristisches 
Moment darstellt, so muB C-VitaminiiberschuB sich im entgegen- 
gesetzten Sinne im Blutbild auBern. Meine Versuche sprechen fiir die 
Richtigkeit dieser Annahme, da auf Sattigung des Organismus mit 
C-Vitamin an Stelle von Anamie eine Zunahme der roten Blutkérperchen, 
an Stelle von Leukocytose eine Verminderung der Zahl der weiben Blut- 
kérperchen eintrat, im qualitativen Blutbild aber neben einer geringen 
Zunahme der eosinophilen Leukocyten eine ausgesprochene Neutro- 
philie und ein Absinken der Zahl der Lymphocyten gefunden wurde. 


Bei C-VitaminiiberschuB ergibt sich demnach ein umgekehrtes 
Blutbild, wie nach Entzug von C-Vitamin. 
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Zusammenfassung. 


1. Die Zahl der roten Blutkérper- 
chen ist bei normalen Meerschweinchen 
vom Alter im allgemeinen unabhingig, 
der Hamoglokingehalt bei jungen Tieren 
ist etwas kleiner. Die Zahl der weiben 
Blutkérperchen wird hingegen mit zu- 
nehmendem Alter immer gréBer. Das 
qualitative Blutbild zeigt Lymphocytose. 
Bei alten Tieren tritt haufiger Eosino- 
philie auf. 

2. Bei C-VitaminiiberschuB nimmt 
die Zahl der roten Blutkérperchen zu, die 
der weiBen sinkt und die Lymphocytose 
geht in Neutrophilie iiber, mit einer ge- 
ringen Zunahme der eosinophilen Leuko- 
cyten. 

3. Skorbutische Tiere zeigen anfangs 
eine Zunahme der roten Blutkérperchen, 
die bei Fortschreiten des Skorbuts von 
Anamie abgelést wird. Bei schwerem 
Skorbut vermehren sich die weiben Blut- 
kérperchen und im qualitativen Blutbild 
tritt an Stelle der normalen Lympho- 
cytose eine noch viel starkere unter Ver- 
schwinden der eosinophilen Leukocyten. 

4. Verabreichung von Thyroxin ruft 
im qualitativen und quantitativen Blut- 
bild dieselben Veranderungen hervor wie 
der Skorbut. 

5. Die vorliegenden Blutbildunter- 
suchungen unterstiitzen die Annahme, 
daB der Skorbut in Wirklichkeit ein Hy- 


perthyreodismus ist. 


Der Ella Sachs-Plotz-Stiftung, aus 
deren beigestellten Mitteln die Unkosten 
dieser Arbeit bestritten. wurden, sei auch 
an dieser Stelle bestens gedankt. 
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Uber einige Kolloidreaktionen 
und biologische Versuche mit kolloidem Wolframoxyd. III’. 
Von 
F. Eirich. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat in Wien.) 
(Eingegangen am 22. Mdrz 1937.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


A. Einleitung. 


Im Verlauf einer Studie iiber kolloide Wolframate und Wolfram- 
siuren! wurde die Frage der Umladung der Wolframoxydsole unter- 
sucht sowie die Méglichkeiten, die resultierenden positiven Sole gegen 
Serum zu stabilisieren. Im Zusammenhang damit wurden auch einige 
Versuche mit intravenéser Injektion an Kaninchen vorgenommen. 
Wenn hier auch nur iiber einige wenige Fille berichtet werden kann, so 
erscheinen dieselben doch angesichts der Liicke in der Literatur iiber 
die Pharmakologie des kolloiden Wolframs? als eine erste Orientierung 
von Interesse. 

Das Augenmerk war vor allem auf die Frage gerichtet, in welcher 
Weise kolloide Wolframsiure vom Warmbliiterorganismus vertragen 
und ob etwa die kolloide Wolframsaure in einem Organ reichlicher 
gespeichert wird als die molekulardisperse”. In diesem Falle ergeben 
sich im Hinblick auf die Fluoreszenz der meisten Wolframate sowie 
durch die Absorption von Réntgenstrahlen durch dieselben interessante 
Méglichkeiten. Endlich sollte auch ein neuer Beitrag zu dem schon 
lange interessierenden Problem ® geleistet werden, inwieweit die Reaktion 


1 T. Mitteilung: A new Typ of Tungsten oxyd sols, Trans. Farad. Soc. 31, 
415, 1935; II. Mitteilung: Kolloidzeitschr. 79, 182, 1937. -——- * Handb. d. exp. 
Pharm. III/4, Berlin 1935. Uber das bisher bekannte Verhalten mole- 
kulardisperser Wolframate im Zusammenhang mit diesen Fragen siehe 
die Besprechungen am SchluB. — * Z. B.: Wo. Pauli, Vortrag (s. auch Klin. 
Wochenschr. 8, 1, 1924): ,,... besitzen wir in den Kolloiden Mittel, mit denen 
auch eine pharmakologische Arbeitsteilung méglich ist. Wir kénnen unter 
Umstanden mit dem aktiven Anteil des Kolloids primare, rasch ablaufende 
Wirkungen oder bestimmte Verankerungen im Organismus anstreben, 
wahrend der neutrale Kolloidanteil bei allmahlicher Peptisation ein langsam, 
aber dauernd wirkendes Stoffdepot abgeben kann. Diese Moéglichkeiten 
werden dadurch bereichert, da®B wir imstande sind, die zwei Kolloidanteile 
unabhangig voneinander zu variieren, ja selbst chemisch und toxikologisch 
weit entfernte Elemente oder ihre Verbindungen in der verschiedensten 
Weise kolloid zu koppeln. Hier 6ffnet sich der Chemotherapie ein weites, 
kaum betretenes Gebiet*. 
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des Organismus auf kombinierte Sole als Aufeinanderfolge von Wirkungen 
der einzelnen, verschieden reaktionsfaihigen Bestandteile gedeutet 
werden kann. 

B. Die Wolframsole. 


Die Herstellung, Charakterisierung und wichtigsten physiko- 
chemischen Eigenschaften der verwendeten Sole sind in den zwei 
zitierten Arbeiten beschrieben worden. An dieser Stelle sei nur kurz 
referiert, daB es sich um zwei neue Soltypen handelt, wovon der eine, 
blaugefarbte, durch elektrische Zerstéubung von Wolframdraht in 
verdiinnter wasseriger Natronlauge hergestellt wird, der andere, gelbe 
Typ, durch Peptisation von Wolframoxyd mit Natriumwolframat. 
Die Teilchen beider Sole wandern zur Anode, lassen sich durch Elektro- 
dialyse in eine stabile, saure Form iiberfiihren (pu etwa 3,0) und beliebig 
konzentrieren. Bei der konduktometrischen und potentiometrischen 
Titration ergibt sich, daB beide Sole sehr ahnlich aufgebaut sind und 
neben drei- bis fiinfbasischen ionogenen Komplexen an der Teilchen- 
oberfliche (wahrscheinlich Parawelframaten) zum iiberwiegenden Teil 
aus Wolframoxyd bzw. Wolframoxydhydrat bestehen. Beide Sole sind 
typische Kolloidelektrolyte, das gelbe Sol etwas hydrophiler als das 
blaue. Im allgemeinen unterscheiden sich jedoch die Reaktionen des 
blauen Sols nur in Einzelheiten bei der Titration sowie durch die fehlende 
Reversibilitat beim Trocknen merklich von denen des gelben. 


AnschlieBend bringen wir etwas ausfiihrlicher einige Flockungs- 
reaktionen des gelben Wolframoxydsols, da hieriiber bisher noch nicht 
berichtet wurde und dieselben zum Verstandnis unserer Kolloid-Kolloid- 
reaktionen beitragen. Verwendet wurden ein nahezu neutrales WO,-Sol 
von der Konzentration 6 %, der Leitfahigkeit 1,75 . 10-? r. O. und einem 
pu von 6,3; ein elektrodialysiertes, saures WO ;-Sol von 5%, x = 38 
.10-4r.0., pu ~ 3,0; endlich ein 16°%iges neutrales Sol sowie Ver- 
diinnungen dieser drei Sole mit Leitfaihigkeitswasser. 


C. Flockungen. 


1. Die Flockbarkeit durch Alkohol richtet sich bei dialysierten und 
undialysierten Solen in gleicher Weise nach ihrer Konzentration. Der 
Schwellenwert fiir das 16 °,ige Sol liegt bei etwa 50 Vol.-°,, Alkohol, fiir das 
8 °vige bei 80°. Das 4°,ige Sol ist durch Alkohol nicht mehr flockbar, 
selbst wenn es direkt in absoluten Alkohol eingetropft wird. 


Durch beliebigen Aceton-, Ather- oder Zuckerzusatz bleiben alle Sole 
vollstandig unverandert. Die Sole sind beliebig konzentrierbar und auch 
nach dem Trocknen bei 105° in wenig Wasser in der Kalte leicht léslich. 
Sie durchlaufen dabei keinen gallertigen Zustand, sondern den einer Paste 
und trocknen zu glatten Krusten. Wird der bei 105° getrocknete Riickstand 
gegliiht, so verliert er noch ein Molekiil H,O auf 2 Molekiile WO, und wird 
unloéslich. 





die 
Di 
he 


sol 
die 
od 
un 
dic 


die 
vo 


de: 
en 
ak 
be: 
da 
Ne 


asc 
flo 


St 
au 
sal 
ors 








Kolloidreaktionen und biologische Versuche usw. 53 


2. Zu den Elektrolytflockungen sei vorausgeschickt, daB das kristalloide 
Natriumwolframat durch Saure, Erdalkaliionen mit Ausnahme von Magne- 
sium und durch Schwermetalle gefallt wird. Mit negativen Kolloiden, wie 
Gummi arabicum oder Starke, ferner mit Gelatine und dialysiertem wie 
undialysiertem Serum treten keine Flockungen auf!. Dieselben Reaktionen 
gelten fiir Natriummetawolframat, nur daB dieses durch Saure nicht ge- 
fallt wird. 

Das saure elektrodialysierte Sol besitzt, 1° ig, gegeniiber Kalium- 
chlorid einen Schwellenwert von 1.10°2n, gegen Calciumchlorid einen 
solehen von 2. 10-4n. Die Alkaliflockung ist beim Auswaschen mit Wasser 
vollig, diejenige mit Ca zum Teil reversibel. Das neutrale Sol flockt mit 
Kalium- und Caleciumchlorid bei 2. 10-?n bzw. 5.10-4n und verhalt sich 
sonst ganz gleich. 

Die Flockungsgrenze gegen Salzsaure ist schwer feststellbar (18), da die 
Sole auch in relativ hohen Saurekonzentrationen nur langsam absetzen und 
der Niederschlag durch Schiitteln immer wieder verteilbar ist. Der Schwellen- 
wert liegt aber fiir ein 5°%,iges Sol jedenfalls zwischen 2 und 5. 10-?n. 
Der Schwellenwert gegen Aluminium- und Eisenchlorid liegt zwischen 
lund 2.10-4n. Diese Flockung ist durch Auswaschen nur wenig umkehrbar. 
Eine Umladung im Uberschu8 erfolgt nicht. Im allgemeinen decken sich 
die bisher angefiihrten Ergebnisse mit den in der Literatur verzeichneten!?. 
Die Ubereinstimmung ist deshalb bemerkenswert, weil unsere Sol- 
herstellung von den meisten bisherigen Verfahren stark abweicht?. 


D. Kolloid-Kolloidreaktionen. 


1. Systematische Umladungsversuche wurden an Wolframoxyd- 
solen bisher nur in der zitierten I. Mitteilung angestellt. Danach gelingt 
die Umladung der blauen Sole nur mit stark positiven Aluminiumoxyd- 
oder Eisenoxydsolen, welche ein bestimmtes, niedriges Kolloidaéquivalent 
unterschreiten, sie bedarf also einer sehr hohen Wertigkeit bzw. Ladungs- 
dichte des umladenden Ions. Uber Reaktionen mit Proteinen findet 
man in der Literatur nur einzelne Angaben [(1), (2), (11), (12)]. Fir 
die folgenden Kolloidreaktionen mit dem gelben Typ wurde eine Reihe 
von Solen verwendet und wie nachstehend definiert: 


a) Ein Aluminiumoxydsol, nach den Erfahrungen bei der Umladung 
des blauen Soltyps mit sehr kleinem Kolloidiquivalent hergestellt. Die 
entsprechenden Daten betrugen: Al,O, = 0,8 mol., gesamtes Chlor = 0,8 n, 
aktives Chlor = 0,2n, Leitfahigkeit = 3,4.10-?r.O., pa = 4,2. Daraus 
berechnen sich das Kolloidaquivalent zu 8 und eine Durchschnittsformel fiir 
das Sol von Al(OH), .AI(OH),Cl. Der Schwellenwert dieses Sols gegen 
Na, WO, liegt bei m/100. 

b) Ein Gummi-arabicum-Sol von 4°, Trockengehalt, weitgehend 
aschenfrei dialysiert, Leitfahigkeit = 2,9.10-4 r.O., pa = 3,1. Das Sol 
flockt mit Aluminiumoxyd- und Eisenoxydsolen ausgiebig. 


1 Uber die Reaktion neutraler Wolframate mit physiologisch wichtigen 
Stoffen fanden sich in der Literatur nur wenige Angaben (17). — ? Eine 
ausgezeichnete Ubersicht iiber alle hierhergehérigen Daten sowie die ge- 
samte chemische Literatur bis 1933 findet sich in Gmelins Handb. d. an- 
organ. Chem. 8. Aufl., Nr. 54, Berlin 1933. 
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c) Ein Dextrinsol von der Konzentration 9,7 °,, und einer Leitfahigkeit 
von 3,8.10-4r.O. Ein Teil des Sols wurde elektrodialysiert, ohne dak 
dadurch ein Unterschied in den Reaktionen eingetreten ware. Beim Ver 
setzen des Dextrins mit Aluminium- oder Eisenoxydsol bleibt die Mischung 
stabil (auch beim Kochen); bei mehr als 5°, Dextrin wandert dieselbe im 
elektrischen Feld nicht mehr; bei mehr als 7'/,°,, ist ihre flockende Wirkung 
auf Serum oder Seralbumin véllig aufgehoben. 

d) Genuines Pferdeserum und ein elektro- 
dialysiertes Pferdeseralbumin von der Trocken- 
konzentration 1,7 °,,, Leitfahigkeit 0.2. 10-* 
r. 0., pa = 4,7. 










I neutral So! mit Alel,-So/ 
7 /4 e/ d/a/ ” ” ” 
‘ _Verdinnungsgerade } 


es Alz0,-Sol a : 
at e) Das kaufliche Ferrum hydroxydatum 


dialysatum. Dureh eine Flockungsreihe mit 
Natronlauge wurde der Schwellenwert nach 
Zugabe von 0,025 n erreicht. 





2. Einleitend sei angefiihrt, daB die hie: 
verwendeten WQO,-Sole sich weder mit 
Al, O3- oder Fe,O3-Solen von héherem Kol- 
loidaquivalent als etwa 40, noch mit Zirkon- 
oxychlorid, Thoriumchlorid oder saurer Ge- 





latine umladen lieBen. Ferner beziehen sich 
ae Preile ze/gen 
Aquivalenz bzw ' Hpk 
/lockungsoptimurr schriebenen peptisierten Wolframoxydsole. 


alle foleenden Reaktionen auf die oben be- 


Es gelang weder durch Behandlung mit teil- 
weise neutralisiertem Al- oder Fe-Chlorid, 
noch mit Zr OCI, oder Al, O3-Sol eine nennens- 
werte Umladung von rein wasserigen W 0O,- 
Suspensionen zu erhalten. 

Die Reaktion der WO,-Sole mit dem Aluminiumoxydsol hangt von 
den angewendeten Mengen ab und zwar so, daB die Mischung unterhalb 
einer bestimmten Flockungszone zur Anode, iiber derselben zur Kathode 





S 





wandert. Die Flocken selbst zeigen noch schwach anodische Wanderung. 
Bestimmend fiir die Reaktion ist die Aquivalenz der beiden Sole. Verhalt 
sich die Konzentration der aktiven H-Ionen im W0O,-Sol zur Chlor- 
ionenaktivitat des Aluminiumsols (bei neutralen WO ,-Solen die spezifi- 
schen Leitfahigkeiten zu denjenigen der Al,O,-Sole) wie 20 zu 1 oder 
mehr, so bleibt das WO,-Sol noch stabil. Ubersteigt dagegen die Chlor- 
ionenaktivitaét die Normalitaét des Wolframsols mindestens um das 
Doppelte, dann erfolgt die Umladung. Sehr deutlich werden die Ver- 
haltnisse, wenn man die WO,-Sole mit dem Al,0,-Sol konduktometrisch 
titriert (Abb. 1). Bei 1,2 . 10-3 aktivem Chlor, entsprechend etwa dem 
pu 3, wird die Titrationskurve des sauren Sols flacher, um bei 1 . 10-? n 
wieder steiler in die Verdiinnungsgerade des Al,O,-Sols iiberzugehen. 
Beim neutralen Sol, bei welchem der erste starke Leitfaihigkeitsanstieg 
fehlt, tritt die SchluBgerade entsprechend seiner etwas héheren Konzen- 
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tration erst bei 1,2. 10-? aktivem Chlor (gleiche Leitfaihigkeit der beiden 
Sole!) auf. 

Fiir diese Reaktionen bleibt es gleich, in welcher Reihenfolge der 
Zusatz erfolgt. MaBige, d.i. bis 100°%,ige Verdiinnung eines der Sole 
hat den entsprechenden Mehrverbrauch desselben zur Folge. Bei Er- 
héhung der WO,-Konzentration auf 14%, steigt indes die fiir die 
Aquivalenz nétige Menge an Al,O,-Sol auf das etwa Fiinffache des fiir 
ein 5% iges WO,-Sol erforderlichen Quantums. 

Ganz ahnliche Verhaltnisse findet man bei der Reaktion mit dem 
Fe,O,-Sol. Hier ist, bei Zugrundelegung der flockenden Laugen- 
konzentration, ein zwei- bis vierfacher Uberschu8 zur Umladung notig. 
Die Wanderungsgeschwindigkeit eines solchen W O,-—Fe,0,-Sols gegen 
die Kathode wurde zu 0,00028 cm/sec bestimmt. Dabei beobachtet man 
zwei scharfe Grenzschichten, da das nicht zur Reaktion gelangte 
Fe,O,-Sol vorauswandert. 

3eim Versetzen der WO,-Sole mit Gummi arabicum beobachtet 
man bemerkenswerterweise, aihnlich wie bei den positiven Solen, eine 
Abnahme der Stabilitaét der Mischungen mit zunehmender Konzentration. 
Allerdings tritt der Schwellenwert der Flockung erst in sehr grobem 
Uberschu8 an Gummi arabicum ein, vermutlich weil dann die restliche 
Verunreinigung an Kationen eine geniigende Konzentration erreicht 
hat (3). Die annahernd gleichprozentigen Mischungen sind vollig stabil 
und gegen genuines Serum sowie Seralbumin geschiitzt. 

Die WO,-Sole reagieren mit Deztrin nicht merklich. Die negative 
Wanderungsgeschwindigkeit der Mischung ist dieselbe wie die des 
reinen Sols. 

Das elektrodialysierte Serumalbumin reagiert mit allen Wolframat- 
solen, und zwar mit den sauren stairker. Mit dem genuinen Serum 
vermischt, tritt keine eigentliche Flockenbildung ein, sondern das 
WO, setzt, ohne das Serum sichtbar zu beeinflussen, nach 10 bis 
15 Minuten als Sand ab. 

3. LaBt man die WO,-Sole zuerst durch positive Sole umladen 
und danach Dextrin einwirken, so bleibt das oben fiir das reine Dextrin 
mit positiven Solen angefiihrte Verhalten unverandert. Die Leit- 
fihigkeit und das pu dieser Gemische weichen im allgemeinen von den- 
jenigen des ionenreichsten Partners, das sind die positiven Sole, nur 
wenig ab. Es bleibt auch deren charakteristische Empfindlichkeit gegen 
OH-Ionen bestehen. Immerhin hat man es aber dadurch in der Hand, 
positiviertes WO, durch geniigend Dextrin flockenfrei in Serum ein- 
zufiihren. 

4. Zwischen den gut definierten Schwellenwerten bei der Elektrolyt- 
flockung (mit Ausnahme von Saéure) und dem lyophilen Verhalten gegen 
Nichtelektrolyte sowie beim Trocknen und Wiederlésen besteht ein 
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bemerkenswerter Antagonismus. Bei Beriicksichtigung des hohen spezi- 
fischen Gewichtes des Wolframoxyds von etwa 7,0 versteht man aber 
einen Teil dieses Verhaltens ohne weiteres. Es geniigen hier kleinste, 
die Diffusion beeintrachtigende Umstande, also geringe Verminderung 
der freien Ladung und damit der elektrostatischen AbstoBung, um das 
Sedimentationsgleichgewicht schon im Abstand weniger cm oder gar mm 
vom Boden eintreten zu lassen. Dabei miissen die Teilchen noch lange 
nicht merklich dehydratisiert oder geflockt werden. 

Dagegen findet die Wiederléslichkeit vieler geflockter oder ge- 
trockneter Priaparate ihre Parallele in der Léslichkeit der molekular- 
dispersen Wolframate, welche so lange erhalten bleibt, wie die ver- 
schiedenen Molekiile nicht letzte, konstitutionell gebundene Wasser- 
mengen verlieren. Das ist aber z. B. fiir die Wolframsaurehydrate erst 
bei héheren Temperaturen der Fall (4). Uber 100° enthalten sie noch 
1 H,O auf 2 WC,, die Metawolframsaure 1 H,O auf 1 H,W,0,, (5), (6). 
Auch die Meta- und Parawolframate lassen sich nur unter Zersetzung 
entwassern, wobei die kritische Grenze erst bei 100 bis 300° erreicht 
wird. Bis zu dieser Temperatur bleiben sie unter betrachtlicher Warme- 
entwicklung unverandert léslich (7). 

Die bestehende betrachtliche Affinitét zum Wasser sorgt also fiir 
die Umkehrbarkeit aller dehydratisierenden Prozesse, wahrend zur 
Dispergierung betrachtliche Aufladungen nétig sind. Das Fehlen 
gallertiger Zustinde trotz Lésungsmittelbindung spricht, wie das 
mangelnde Auftreten von Schlieren, fiir geometrisch isotrope Teilchen. 

Bei der Betrachtung der Kolloid-Kolloidreaktionen ist vor allem 
die Schwierigkeit bemerkenswert, mit welcher eine Umladung zu er- 
zielen ist. Ebenso auch der Umstand, da8 die Umladung am besten 
mit Aluminiumoxydsolen gelingt, welche selbst tiberhaupt nur durch 
Lauge auf dem Wege iiber Aluminatbildung umladbar sind (9). Dieses 
Verhalten ist, wenn man die Auffassung von Pauli und Neurath (8) 
auf diesen Fall iibertragt, vor allem durch die hohe Wertigkeit (bis 5!) 
der aufladenden Komplexe verstandlich, welche bewirkt, daB alle bis 
zu fiinfwertigen auf der Teilchenoberflache auftreffenden positiven 
Ionen mit allen ihren Valenzen sofort erfaBt werden. Ferner tragt der 
durch Polarisation der Oberflichenladung frei werdende Elektrolyt, in 
diesem Falle meist Salzsiure, zur Uberfithrung der Wolframatkomplexe 
in WO,-Hydrat bei. Diesem scheint aber, wie die Versuche mit W Os,- 
Suspensionen zeigen (im Gegensatz z. B. zum Platinoxyd und analog 
dem Eisenoxyd) nur in starker alkalischem Milieu Reaktionsfahigkeit 
zuzukommen. 

Bei der Umladung bewahren sich in besonders auffallender Weise 
ausschlieBlich Aluminium- oder Eisenoxydsole mit besonders niedrigem 
Kolloidaquivalent. Diese Feststellung ist im Zusammenhang damit 
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bemerkenswert, daB bei der genauen Untersuchung anderweitiger Um- 
ladungen mit Aluminium- oder Eisensalzen sich in allen Fallen das 
basische Oxysalz, wie es z. B. durch Zusatz von Lauge entsteht, als 
der zur Umladung wirksame Komplex erwiesen hat (10). Da alle Wolfra- 
matsole sauer reagieren und die Lésung zumindest auf ein py von rund 6 
puffern, ist die Oxysalzbildung durch Alkali im vorliegenden Falle 
sehr erschwert. Dieses Hindernis wird jedoch durch Anwendung sehr 
hochgeladener Aluminiumoxydsole, welche der Zusammensetzung von 
basischem Chlorid nahekommen, umgangen. 

Die gefundene Reaktion mit EiweiB schlieBt sich an die Resultate 
von Pauli und Flecker (2) sowie von Boyland (11) an. Das reine EiweiB 
enthalt geniigend positive Stellen, um mit dem negativen Sol in Ver- 
bindung zu treten. Die saure Reaktion der dialysierten W O,-Sole 
verstarkt natiirlich die Wechselwirkung. Die neutralen Sole enthalten 
durch Abspaltung von etwas kristalloidem Wolframat bereits eine fiir 
die Proteinstabilisierung ins Gewicht fallende Menge an Neutralsalz, 
welches seinerseits im Serum bereits die flockende Konzentration fir 
die WO,-Sole iiberschreitet. 


E. Absorptionsversuche. 

Da eine eventuelle Verschattung durch das abgelagerte WO, sowohl 
dessen Auffindung im Tierkérper erleichtern, als auch das betroffene 
Organ abzeichnen sollte, wurde die Absorption verschieden harter 
Réntgenstrahlen durch die Wolframatsole untersucht und mit der- 
jenigen von Abrodil und Thorotrast 
als bekannte pyelographische Sub- 





stanzen verglichen. 

Die Versuche! wurden in der 
iiblichen Weise unter Beriicksichti- 
gung der Leer- bzw. Wasserabsorp-  _ 
tion durchgefiihrt, wobei durch An- 
legen verschiedener Spannungen und | Th shorotrast 
entsprechender Filterung, ferner f yee | 
durch Einengen des belichteten Qua- ie 
drates und Extrapolation auf die b 7] 00 80 AV 106 
Flache 0 ein ziemlich breites Ab- 
sorptionsgebiet untersucht wurde. 
Schon die ersten Proben, die je 10°, an Thorotrast, Abrodil und 
Wolframoxyd in Lésung enthielten, ergaben fiir die beiden letzteren 











Abb. 2 


' Bei diesen Versuchen, welche in der Réntgenversuchsanstalt des 
Wiener Allgemeinen Krankenhauses durchgefiihrt wurden, fand der Ver- 
fasser die liebenswiirdigste Unterstiitzung durch Herrn Prof. Fernau f. 
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ungefaihr gleiche Wirksamkeit, wahrend Thorotrast betrachtlich starker 
absorbiert. Weiter fand sich der prozentuelle Abfall der Absorption bei 
Steigerung der angelegten Spannung von 30 auf 70 Kilovolt beim 
WQO,-Sol am starksten. 

Die Sole wurden nunmehr auf gleichen Gewichtsgehalt in bezug 
auf das eigentlich absorbierende Atom gebracht, und zwar enthielten 
sie je 1g Metall bzw. Jod in 10 ccm Lésung. Abb. 2 veranschaulicht 
das Ergebnis, welches fiir eine Strahlung von 80 Kilovolt und gleiches 
Gewicht an Wolfram und Jod das Wolframoxyd dem Abrodil gleichstellt. 


F. Tierversuche}, 


1. Zunachst wurde festgestellt, daB 10 ccm einer 0,025 n Natrium- 
wolframatlésung (Leitfahigkeit ungefahr gleich der der nachher in- 
jizierten Sole), einem Kaninchen von 3000 g in die Ohrvene injiziert, 
ohne jede sichtbare Wirkung wahrend einer Beobachtungszeit von etwa 
1 Monat vertragen wurden. 

Hingegen fiihrten sowohl das blaue als auch das gelbe Sol, und 
zwar sauer ebenso wie neutralisierf, in 10- und 5°,iger Konzentration 
(5cem) sofort den Tod der Tiere unter Krampfen und Lahmungs- 
erscheinungen herbei. 

Ferner wurde ein gelbes, neutrales Wolframsol mit Gummi arabicum 
und Dextrin versetzt und die Endkonzentrationen auf je 2'/,% Ws, 
Gummi arabicum und Dextrin gebracht. Davon wurden 10 ccm einem 
2500 g schweren Kaninchen injiziert und anfanglich gut vertragen. 
12 Stunden spater trat aber ebenfalls nach allgemeiner Mattigkeit der 
Tod dieses Tieres ein. 

Endlich wurde ein 12°,iges WO,-Sol mit Aluminiumhydroxydsol 
umgeladen, dann mit Dextrin versetzt, durch Kochen eingeengt und 
mit Natronlauge neutralisiert. Die Endkonzentrationen waren 10°, 
WO,, 2% Al,O, und 7% Dextrin. Das px betrug 6,2, die Leit- 
fahigkeit 5,6 .10-*r. O.; davon wurden cinem Kaninchen von 4000 g 
20 cem in die Ohrvene injiziert und im Gegensatz zu allen vorigen 
Versuchen sehr gut vertragen. Das Tier lebte iiber 2 Wochen und 
verendete dann unter leider nicht beobachteten Umstanden. 

2. Alle Versuchstiere wurden unmittelbar nach der Injektion, die 
beiden iiberlebenden auch noch nach 1, 6 und 24 Stunden réntgenisiert. 
In keinem Falle konnte ein zuséatzlicher Schatten gefunden werden. 
Ebensowenig ergab die Obduktion? der Tiere irgendwelche Anhalts- 
punkte. 

! Fiir die Durchfiihrung der Tierversuche, welche im Pharmakologi- 
schen Institut der Wiener Universitat angestellt wurden, ist der Verfasser 
Herrn Prof. R. Réssler zum wirmsten Dank verpflichtet. — * AnlaBlich 


der anatomischen und histologischen Untersuchungen spricht der Ver- 
fasser Herrn Prof. Hamperl seinen besten Dank aus. 
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Dagegen konnten geringe Mengen von WO, mit Hilfe der Fluores- 
zenzlampe in Lungen- und Leberschnitten des 12 Stunden iiberlebenden 
Tieres festgestellt werden. Wesentlich verstirkt kehrte der positive 
3efund in der Leber des 14 Tage iiberlebenden Tieres wieder. Als 
vorzugsweise Ablagerungsstatte konnten bei diesem jedoch die groBen 
Rohrenknochen, die Rippen und der Schadel festgestellt werden, welche 
im Fluoreszenzlicht auBerordentlich stark aufleuchteten. In den 
Knochenschnitten zeigte sich das W O, hauptsachlich peripher abgelagert. 

3. Wahrend Versuche mit physiologischen Substanzen in vitro 
meist mit Heteropolywolframsaiuren oder mehr oder weniger kolloiden 
Lésungen durchgefiihrt wurden, benutzte man bei den Tierversuchen 
fast ausschlieBlich neutrale Wolframate!. An Hand der Arbeiten von 
Gmelin, Marti und Bernstein-Kohan u. a. (13), (14), (15), (16) kann man 
feststellen, daB im allgemeinen Dosen von etwa 0,05 bis 0,2 g pro kg 
fiir Warmbliiter akut tédlich wirken. Unabhangig von der Art der Ver- 
abreichung verlauft die Vergiftung unter dem Zeichen zentraler Lahmung. 
Die Hauptmengen des Wolframs werden dabei im Blute, ferner in Darm, 
Knochen und Leber gefunden. Je langsamer die Vergiftung verliuft, 
desto mehr treten Entziindungserscheinungen im Magen-Darmkanal in 
den Vordergrund. Nach seinem ganzen Verhalten ist also das Wolfram 
zur toxikologischen Gruppe des Arsens zu rechnen. 

Kleine Dosen Wolframate, bis etwa zu einem Viertel der tédlichen, 
werden auf die Dauer gut vertragen und iiberwiegend in den Knochen 
gespeichert (14). Bei geniigend langsamem Abbau sollten daher 
Wolframoxydsole von der Aktivitaét vertriglicher Dosen keine Schadi- 
gungen hervorrufen. Das ist jedoch nicht der Fall, da vermutlich das 
Blut bereits geniigend alkalisch ist?, um tédliche Mengen zu lésen. 
Dagegen schiitzt auch die Umhillung durch Gummi arabicum oder 
Dextrin nicht, da dieselben zu rasch abgebaut werden diirften. 

Etwas anders muB das Verhalten des mit Al,O, positivierten und 
dann mit Dextrin versetzten Soles gewesen sein. Hier hat wohl das 
Dextrin an der positiven Oberflache besser gehaftet, auf diese Weise 
der Schutz linger gewirkt und der Organismus Zeit gefunden, das WO, 
zum Teil in der Leber®, den Knochen und anderen Depotstellen geniigend 
zu verankern, zum Teil auszuscheiden. 

Die bevorzugte Ablagerung der bei der weiteren Solzerlegung 
zuletzt freigewordenen mehrwertig negativen Wolframatteilchen oder 
-ionen beruht vielleicht auf einer gewissen Ahnlichkeit mit dem 
Phosphation. 


1 Ubersicht iiber die hierhergehérige Literatur bis 1935 siehe Handb. 
d. exp. Pharm. III/4, Berlin 1935. 2 Fiir die Dissoziation komplexer 
W 0,-Anionen ist der py-Bereich 6,5 bis 7,5 als Ubergangsgebiet bekannt. 
In alkalischeren Lésungen bestehen nur WOj-Ionen, in saueren héher- 
wertige Komplexe. — * Vermutlich in Gegenwart von Al,O, begiinstigt. 
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Zusammenfassung. 


Es werden Flockungsreaktionen eines in einer friiheren Mitteilung 
hinsichtlich semes Aufbaues charakterisierten neuen Typs von Wolfram- 
oxydsolen mit Elektrolyten und Nichtelektrolyten beschrieben. 

Dieselben Sole werden mit einer Reihe von anderen, kurz defi- 
nierten Solen, wie Al,O;, Fe,O,, Gummi arabicum, Dextrin und Serum, 
zur Reaktion gebracht und besonders die Umladung sowie Schutz- 
wirkung auf die umgeladenen Sole untersucht. 

Die Absorption verschieden harter Réntgenstrahlen durch diesen 
und noch einen weiteren Soltyp wird gemessen und mit derjenigen von 
Abrodil und Thorotrast verglichen. 

Urspriingliche und umgeladene, geschiitzte Sole werden Kaninchen 
injiziert und ihre Wirkung sowie der Verbleib des WO, im Tierkérper 
beschrieben. 


Der Verfasser ist Herrn Prof. Wo. Pauli fiir sein stetes Interesse an 
dieser Arbeit, der 6sterreichisch-deutschen Wissenschaftshilfe fiir eine 
seinerzeit gewahrte materielle Beihilfe zu bestem Dank verpflichtet. 
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Trehalose und Hefe. 


Il. Mitteilung: 
Trehalasewirkung von Hefepriparaten. 


Von 
K. Myrbick und B. Ortenblad. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 24, Marz 1937.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der vorigen Arbeit (1) desselben Titels wurde gezeigt, dafS Trehalose 
von den hier kauflichen Hefen vergoren wird, und zwar gilt dies*‘sowohl fiir 
frische Backer- und Brauereihefe als auch fiir die daraus gewonnenen 
Trockenhefen sowie Lebedew-Saft aus Unterhefe. Von Apozymase + Co- 
zymase wird die Trehalose wie die einfachen Zuckerarten und wie Rohr- 
zucker und Maltose normal vergoren, nur hatte die Kurve, die die Ab- 
hangigkeit der Garungsgeschwindigkeit von der Cozymasemenge darstellt, 
eine andere Form als die entsprechende Kurve fiir Glucose. Wahrend bei 
UberschuB von Cozymase, wie auch sonst bei frischen Hefen und bei nicht 
zu alten Trockenhefen, die Gargeschwindigkeit der Trehalose 20 bis 30°, 
von der der Glucose betragt, fanden wir bei kleinen Cozymasemengen eine 
schnellere Vergarung der Trehalose. Weiter wurde festgestellt, daB bei sehr 
alten Proben von Trockenhefen, die einen groBen Teil ihrer Garfahigkeit 
verloren hatten, die Trehalose oft ebenso schnell oder sogar schneller als die 
Glucose vergoren wurde. Dies schien uns anfangs vielleicht dafiir zusprechen, 
da®B die Trehalose direkt, ohne Spaltung zu Glucose, vergoren wird. Man 
miuBte dann annehmen, dafi die Trehalose direkt zu einem Trehaloseester 
phosphoryliert wird. 

\ . , oe . . . 

Uber direkte Vergirung von Disacchariden, insbesondere von 
Maltose, liegen bekanntlich viele Angaben vor. So haben beispielsweise 
Willstdtter und Mitarbeiter (2) gefunden, daB bei vielen Hefen (besonders 
Brennereihefen) die Gargeschwindigkeit viel gréBer sein kann als die 
nach ihrer Methoden bestimmte Maltasewirkung derselben Hefe. Die 
Beweiskraft solcher Versuche steht und fallt indessen mit der Méglich- 
keit, die Wirkung der betreffenden Carbohydrase quantitativ zu messen. 
Denn immer war bei diesen Versuchen das disaccharidspaltende Enzym 
anwesend; die richtige Bestimmung eines solchen Enzyms in Zellen 
bzw. in einer Suspension von nach irgendeiner Methode gewonnenen 
Zelltriimmern ist aber bekanntlich nicht ohne Schwierigkeiten durch- 
fiihrbar, da die in Frage kommenden Enzyme meistens in un- 
léslicher Form vorliegen bzw. an unlésliche Reste der Zellen fest ver- 
ankert sind. Viele Untersuchungen dieser Art sprechen zweifelsohne 
fiir die direkte Vergirung der Maltose; fiir die Annahme einer direkten 
Vergirung der Trehalose geben unsere Versuche aber keine Stiitze. 
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Hierzu mus bemerkt werden, daB die Maltose mit ihrer freien redu- 
zierenden Gruppe der Glucose viel ahnlicher ist als die nicht redu- 
zierende Trehalose, so dafs unsere Versuche zunachst nichts iiber die 
Vergairung der Maltose aussagen. Doch ergibt sich aus einer Arbeit 
von Winberg und Brandt (3) tiber die Phosphorylierung in dem sehr 
maltasearmen System /solierte ,,Heterophosphatase’* + Adenosintriphos- 
phat +- Mg die Deutung, da eine Phosphorylierung nur in dem Mabe 
eintritt, wie die Maltose zu Glucose gespalten wird. 

Unsere Beobachtung, da mit gewissen Hefepriparaten unter 
denselben Bedingungen Trehalose schneller vergoren wird als Glucose, 
ist an und fiir sich kein Beweis fiir die direkte Vergarung. Vielmehr 
kann angenommen werden, da& bei der Spaltung der Trehalose durch 
die Hefentrehalase primar eine Hexosenform gebildet wird, die schneller 
von der ,,Zymase* angegriffen (phosphoryliert) wird als die stabile 
Glucoseform. Die Verhaltnisse kénnen hier ahnlich liegen wie z. B. 
beim Glykogenabbau im Muskel. Da8 die schnellere Vergaérung der 
Trehalose nur in Ausnahmefallen zu beobachten war, kann folgender- 
maken gedeutet werden: Im Normalfall, sowohl in frischer Hefe als 
auch in Trockenhefen, ist das Garungsenzymsystem im Verhaltnis zur 
Trehalase in sehr groBem Uberschu8 vorhanden. Die aus der Trehalose 
gebildete Glucose wird in dem MaBe vergoren, wie sie durch die Trehalose 
freigesetzt wird, méglicherweise jedoch mit einer wesentlich groBeren Ge- 
schwindigkeit als stabile Glucose bei derselben sehr niedrigen aktuellen 
Konzentration. Aber auch diese, vielleicht an und fiir sich groBe Ge- 
schwindigkeit ist klein gegentiber der Gargeschwindigkeit einer kon- 
zentrierteren Glucoselésung. Wenn aber infolge Anwendung von 
Apozymase + sehr wenig Cozymase die Gargeschwindigkeit viel kleiner 
ist, so kann es vorkommen, da die Bildung der ,,aktiven‘‘ Glucose im 
Verhaltnis zur Vergarung derselben so schnell verliuft, daB die ver- 
gréBerte Gargeschwindigkeit dieser Glucoseform im Experiment wirklich 
zutage tritt. Ahnlich kénnen die Verhaltnisse in den alten Trocken- 
hefen liegen, wenn wir die nicht unwahrscheinliche Annahme machen, 
das die ,,Zymase* schneller geschadigt wird als die Trehalase. 

Im folgenden wird nun untersucht, ob unsere trehalosevergarenden 
Hefen Trehalase enthalten, und ob die Menge dieses Enzyms geniigend 
groB ist, um die Vergaérung ohne Zuhilfenahme von Hypothesen einer 
direkten Trehalosevergiérung zu erkliren. Einige Eigenschaften der 
Hefentrehalase werden dabei beschrieben. 


I. Spaltung der eigenen Trehalose der PrefShefe. 
Die PreBhefe, die mehr als 10° des Trockengewichts an Trehalose 
enthalt, zeigt in wasseriger Suspension bei 30° iiberhaupt keine Selbst- 
girung. Dagegen vergirt dieselbe Hefe unter genau denselben Be- 





di 


di 
In 


de 


Ex 


sin 


vel 
un 
los 


Er 
de 
Or 





n 
id 
er 
er 





Trehalose und Hefe. II. 63 


dingungen zugesetzte Trehalose. Trockenhefe aus derselben PreBhefe 
vergart ohne weiteres sowohl die eigene als auch zugesetzte Trehalose. Uber 
die Deutung dieses sonderbaren Verhaltens der frischen Hefe siehe (4). 
In Anwesenheit von groBen Mengen passender Zellgifte tritt Spaltung 
der eigenen Trehalose der PreBhefe ein, wihrend die Garung unterbleibt. 
Wenn beispielsweise 100 g PreBhefe (etwa 3,5 g¢ Trehalose enthaltend) 
mit 40 ccm Wasser, 20 ccm Phosphatlésung vom px = 5.3 und 10 cem 
Athylacetat behandelt wurden, so trat keine Kohlensdureentwicklung 
ein. Ein Teil der Mischung wurde sofort aufgekocht und klar filtriert. 
Das Filtrat enthielt keinen reduzierenden Zucker. Nach 23 Stunden 
wurde der Rest in derselben Weise behandelt. Gefunden wurden, auf 
die urspriingliche Mischung berechnet, 2,6 g Glucose (Bertrand). Die 
Trehalose der Hefe war also weitgehend gespalten. (Die aus den héheren 
Kohlenhydraten der Hefe stammenden Glucosemengen kommen dabei 
gar nicht in Betracht.) Die PreBhefe muB also betrachtliche Mengen 
von Trehalase enthalten. Es entsteht demnach die Frage, wie in der 
lebenden Zelle Trehalose und Trehalase nebeneinander bestehen kénnen, 
ohne da®B in wasseriger Suspension Spaltung bzw. Garung eintritt. 
Drei Erklarungen sind méglich: 1. Die Trehalose kommt in der lebenden 
Zelle nicht frei, sondern an andere Stoffe gebunden vor, 2. das spaltende 
Enzym ist irgendwie reversibel inaktiviert, oder 3. Enzym und Substrat 
sind in der Zelle raumlich getrennt. Gegen die erste Erklarungsméglich- 
keit spricht erstens gewissermaBen, daB die Trehalose bei Behandlung 
der frischen Hefe mit etwa 70°, Alkohol sofort frei in Lésung geht, 
was jedoch kein direkter Beweis dafiir ist, daB sie auch in der lebenden 
Zelle frei war. Dagegen miissen wir die erste Erklarung aus folgendem 
Grunde fiir unméglich halten: Die Hefe enthalt bis zu 15 °,, vom Trocken- 
gewicht an Trehalose und miiBte dann soviel von dem eventuell bindenden 
Stoff enthalten (auch wenn wir die an sich unwahrscheinliche Annahme 
machen, da®B der bindende Stoff niedrigmolekular sein kénnte), daB die 
Annahme einer Bindung der Trehalose wohl zu unméglichen Konse- 
quenzen fiihrt. Viel wahrscheinlicher erscheint die zweite Erklarungs- 
méglichkeit. Daf Enzyme (z. B. durch Bindung an Eiweif) in lebenden 
Zellen in latenter und unwirksamer Form vorkommen kénnen, ist wohl- 
bekannt. Wir kénnen z. B. auf den Zustand der Amylase im Getreide- 
korn hinweisen. Dann aber ist unklar, wie die Hefe zugesetzte Trehalose 
vergaren kann. Eine direkte Vergarung scheint nicht in Frage zu kommen 
und wiirde auBerdem nicht erklaren, warum die Hefe ihre eigene Treha- 
lose nicht vergirt. Wenn wir also keine totale Hemmung des Enzyms 
in der lebenden Zelle annehmen kénnen, so bleibt nur die dritte 
Erklarungsmoglichkeit tibrig. Wir halten sie auch gar nicht fiir un- 
denkbar. Daf gewisse Enzyme in der Zelle an einen ganz bestimmten 
Ort gebunden sein kénnen, geht aus vielen Beobachtungen hervor. 
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Tatsachen sprechen z. B. dafiir, da gewisse Enzyme auf der AuBen- 
seite der Zellmembran verankert sind. Etwas derartiges ware auch 
in diesem Falle denkbar. Mehr hieriiber in anderem Zusammenhange. 


Il. Abhingigkeit der Trehalosespaltung in Prebhefe von der Aziditiit. 

Je 20 g frischer PreBhefe wurden mit 2 cem Athylacetat verfliissigt 
(2 bis 3 Minuten), mit Puffer auf 20 cem aufgefiillt und mit je 0,4 g NaF 
versetzt. Reaktionszeit 20 Stunden bei 30°. Sowohl anfangs als nachher 
wurde das pu elektrometrisch bestimmt. In vielen Fallen anderte sich 
die Aziditat wegen der autolytischen Vorgange nicht unbetrachtlich. 
Reduzierender Zucker wurde bestimmt. Das Ergebnis ist in Abb. 1 
zusammengefaBt. Optimum der Spaltung bei po = 5 bis 6. Zum 
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Vergleich ist die pxu-Kurve der Maltase mit eingezeichnet. Das 
pu-Optimum der Trehalosespaltung in der PreBhefe liegt deutlich saurer 
als das der Spaltung durch Apozymase aus Unterhefe (vgl. Abb. 2). 


Ii. Trehalase in Autolysesaft von PreBhefe. 


Die Trehalase ist gré8tenteils an unlésliche Stoffe der Zelle, und 
zwar ziemlich fest gebunden. Nach Plasmolyse der Zellen befindet sich 
beinahe die ganze Enzymmenge in dem unléslichen Rest. Ebenso kann 
man Trockenhefe aus PreBhefe mit Wasser sehr griindlich waschen, 
ohne dal} wesentliche Mengen des Enzyms in Lésung gehen. Immerhin 
kann man durch Autolyse der Zellen einen Teil des Enzyms in Lésung 
erhalten. Beispiel: 

a) 50g PreBhefe werden mit 10g fester Mischung von Kalium- und 
Natriumphosphat plasmolysiert (pq = 6). Nach 1 Stunde wird mit 200 cem 
Wasser und 20cem Toluol versetzt. Nach 20 Stunden wird klar filtriert. In 
20 eem des Saftes werden 0,2 g Trehalose aufgelést. Spaltung bei 30° nach 
24 Stunden 22°,, nach 76 Stunden 69°. 

b) 500 g PreBhefe + 300 cem Wasser + 50 cem Athylacetat. Autolyse 
5 Tage. Klar filtriert. (Filtrat hatte keine me8bare optische Aktivitat. Die 
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eigene Trehalose bzw. Glucose war beinahe ganz vergoren. Auch in An- 
wesenheit von recht groBen Mengen von Athylacetat tritt namlich oft 
Garung ein.) 1g Trehalose wurde in 10cem Saft aufgelést und bei 20° 
der Abfall der optischen Drehung beobachtet. Wegen der langen Ver- 
suchszeiten kommt die Mutarotation der entstehenden Glucose nicht in 
Betracht. 





Die Spaltung ver- 


lauft also normal und Zeit ; 1 Anfangsdrehung 
. Drehung k log ant 
wird vollstandig. Die Std. d Drehung zur Zeit ¢ 
Abweichung vom mono- 0 12.2099 0.0062 
molekularen Verlauf ist 2,25 11,75 0,0062 
p " ‘ 6,75 05 0,005 
nicht gréBer als bei an- 99'5 ‘i on 0054 
deren Carbohydrasen. 27 8.75 0.0053 
Daraus folgt u.a., dab 47 (,15 0,0049 
jas Enzv : \ 9,5 6,90 0.0049 
lysat eine betrachtliche 70,5 5,72 0,0046 
Stabilitat besitzen mul. 94,5 4.74 0,0043 
om s 119 4,00 0.0041 
Wie auch aus vielen 150 365 (0.0035) 
Versuchen mit anderen 20 3.4 — 


Hefepraparaten hervor- 

geht, ist die Stabilitat der Trehalase wesentlich gréBer als die der Mal- 
tase. An eine Identitat der beiden Enzyme ist nicht zu denken, wie 
iibrigens auch unter Anwendung von ganz anderen Enzympraparaten 
gefunden wurde. Die gréBere Stabilitat der Trehalase geht deutlich 
aus folgendem Versuch hervor: 


ce) Zu je 30cem des unter a) erwahnten ,,Phosphatautolysates**, das 
5 Tage bei Zimmertemperatur gestanden hatte, wurden gesetzt: 
1. 0,3.g¢ Maltose, 
2. 0,3g¢ Trehalose, 


3. 0.3 ¢ Trehalose + 0,25¢ NaF. 


Spaltung nach Aufbewahrung bei 20°. (Bertrand-Bestimmungen): 





Zeit 0), Spaltung 

Std. Maltose Trehalose Trehalose + NaF 
28 24 26 28 

te 51 73 


In der frischen Hefe verlauft die Maltosespaltung mindestens 
fiinfmal schneller als die der Trehalose. Auch sieht man, dai wahrend 
des Versuchs die Geschwindigkeit der Maltosespaltung stark abnimmt, 
wahrend die der Trehalose gleichbleibt. NaF wirkte nicht hemmend., 
was fiir die Deutung der folgenden Versuche wichtig ist. 
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IV. Trehalasewirkung der trockenen PreShefe. 


Der Vergleich zwischen Garung und Trehalasespa!tung ist bei der 
Trockenhefe in gewisser Hinsicht einfacher als bei der lebenden Hefe. 
Erschwert werden die Bestimmungen dadurch, daB die Trockenhefe- 
priparate eine mehr oder weniger grobe Selbstgirung zeigen. Man 
kann sich aber dadurch helfen, daB man zuerst die Selbstgarung zu 
Ende gehen laBt, die Hefe auswascht, und erst dann die Garungs- und 
Spaltungsversuche anstellt. Dies hat auBerdem den Vorzug, daB ein 
groBer Teil der wasserléslichen, die Zuckerbestimmungen stérenden 
Inhaltsstoffe der Hefe entfernt wird. Wegen der geringen Trehalase- 
mengen in den Hefen muB man namlich viel von den Enzympraparaten 
nehmen, so daB die Zuckerbestimmungen auch nach den iblichen 
..EnteiweiBungen* ziemlich schléchte Werte geben. 

Eine ziemlich alte Trockenhefe aus PreBhefe, bei der die Geschwindig- 
keit der Trehalosegirung im Verhiltnis zu der der Glucosegaérung groB 
war (vgl. 1), wurde mit der fiinffachen Menge Wasser 20 Stunden bei 
30° aufbewahrt. Selbstgairung beinahe beendet. Hefe sodann in der 
Zentrifuge gewaschen und in sovieF Wasser aufgeriihrt, daB 5cem 1g 
der Trockenhefe entsprachen. Zu folgenden Versuchen je 5 ecm Hefe- 
suspension, 0,2 ccm 10° igen Phosphatpuffer, py = 6,3, und 0,1 g Zucker. 
Garversuch: 





ecm Kohlens&ure nach Stunden 





I> 1 2 we. 5 22 
Ohne Zucker. . 0,5 0,7 08 | 09 1,1 12 44 
Glucose .... 12,8 17.6 18,9 | 193 19,9 20,2 23,1 
Trehalose .. . 1,4 2,7 52 | .82 11,3 | .146 21,5 


Zum Spaltungsversuch 25 ccm Hefesuspension, 1 ccm Puffer, 0,25 g 
NaF und 0,5g Trehalose. Spaltung durch Bertrand-Bestimmung nach 
Entferhung der Hefe. Durch den NaF-Zusatz wurde die Garung ganz 
unterdriickt. In folgender Tabelle Vergleich zwischen vergorener und 
gespaltener Trehalasemenge zu verschiedenen Zeiten: 





Zeit Zeit ; 
°/9 gespalten o/) vergoren %/o gespalten 0/9 vergoren 
Std. Std. | 
1 8 10 5 55 56 
2,0 29 27 22 100,5 — 
3,8 37 42 


Der Versuch zeigt also, daB die Trehalose nur in dem MaBe vergoren 
wird, wie sie durch die Trehalase in Glucose gespalten wird. Unmédglich 
ist auch nicht, daB das NaF im Spaltungsversuch gehemmt hat. Denn 
wenn auch im Autolysesaft nach dem Obigen keine Hemmung eintritt, 
so kénnen die Verhaitnisse doch méglicherweise bei festen Enzym- 
praparaten anders sein. 
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V. Brauereiunterhefe. 

Auch hier ist Trehalase anwesend und es entsteht die Frage, ob 
ihre Menge ausreicht, um die Garung zu erklaren. Die quantitative 
Bestimmung des Enzyms ist jedoch bei Unterhefe noch schwieriger als 
bei Oberhefe, da viel mehr von den Inhaltsstoffen der Zellen in Wasser 
schnell in Lésung geht. Die Bestimmung kleiner Mengen reduzierenden 
Zuckers gibt dabei schlechte Werte. Auch die polarimetrische Be- 
stimmung ist in diesem Falle mit recht groBen Fehlern behaftet. Man 
kann sich aber auch hier in der Weise helfen, daB man die zu verwendende 
Trockenhefe zuerst mit Wasser wascht bzw. selbst garen laBt. Dabei 
ist jedoch zu bemerken, da bei Unterhefe im Gegensatz zu Prebhefe 
beim Waschen Cozymase und andere fiir die Garung wesentliche Stoffe 
mit entfernt werden. Diese kénnen aber nachher in gereinigtem Zustande 
wieder zugesetzt werden. Bei der Unterhefe besteht die Méglichkeit, 
die Geschwindigkeit der Trehalosevergarung mit jener der Spaltung 
ohne jeden Zusatz von Giften zu vergleichen, indem der Spaltungs- 
versuch mit nicht garfahiger Apozymase, der Garversuch mit derselben 
Apozymase unter Zusatz von Cozymase, Zymophosphat usw. ausgefiihrt 
wird. Dabei muB jedoch die Apozymase vollkommen frei von Cozymase 
sein, was nicht bei allen Trockenunterhefen leicht erreicht wird. Um 
eine Garung im Versuch ohne Cozymasezusatz zu unterdriicken, mubte 
deshalb in mehreren Fallen NaF zugesetzt werden. Besondere Versuche 
zeigten, daf die dadurch verursachte Hemmung jedenfalls nicht grob 
ist. Normale Apozymase spaltet Trehalose verhaltnismaBig schnell: 
1 gin 5 cem spaltete 0,1 g Trehalose in 4 Stunden zu 50°), in 17 Stunden 
zu 93%. Bei der Apozymasedarstellung aus unseren Unterhefen bleibt 
die Trehalase zum allergréBten Teil in dem unléslichen Rest. Dies gilt 
auch fiir die Maltase. Direkte Versuche zeigten aber, da von beiden 
Enzymen kleine Mengen in das Waschwasser gehen. 

Vergleich von Gdrungs- und Spaltungsgeschwindigkeit. 8g Apozymase 

2g Trehalose in 40 cem 2,5 °,igem Phosphat puffer vom py = 6,3, Spur 
Zymophosphat. 2cem der Mischung + UberschuB gereinigter Cozymase 
zum Géarversuch. Im Spaltversuch polarimetrische Bestimmung nach Ent- 
fernung der Hefe und Aufhebung der Mutarotation. Zusammenfassung in 
folgender Tabelle: 





Spaltungsversuch Garungsversuch 
Zeit ote Se Ee es LE BAAS APL AAR hs OS 
Drehung 0/9 Spaltung cem CO, ol) vergoren 
eee 4,26° ~ ~ -- 
22 Min... .. 4,12 4.0 0,8 3,1 
ae ee Moby 4,00 8,5 2,1 8,1 
(ee 3,89 12,1 3,7 14,2 
ns. eh eas 3,69 18.6 5,7 21,9 
Lens eee 3,25 33,0 8.1 31,0 
2 2,36 62,0 — — 
_ | aor ee eae 1,60 87 


1,20 100 96.0 190 
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Besondere Versuche zeigten, da ohne Cozymase nur eine ganz 
kleine, bald aufhérende Garung eintrat. Spaltung und Garung gehen 
also sehr gut parallel, d.h. Garung tritt nur nach Spaltung des Di- 
saccharids ein. Zu bemerken ist, daB im Spaltungsversuch im Gegensatz 
zum Garversuch die Glucose sich anhauft und dadurch die weitere 
Spaltung hemmt. Andererseits phosphoryliert die Unterhefe bei der 
Garung, so da die Kohlensiureentwicklung eine zu kleine Garung 
vortauscht. Die Phosphorylierung, woriiber spater berichtet werden 
soll, ist aber im Falle der Trehalose nicht sehr gro}. Auf jeden Fall 
kann gesagt werden, da} die Spaltgeschwindigkeit von ungefahr der- 
selben Gr6éBe ist wie die der Garung. 


VI. pa-Kurve der Trehalasespaltung in Unterhefe. 


Zu jedem Versuch 1 g Apozymase + 0,25 g Trehalose in 5 cem 2,5 °,igem 
Phosphatpuffer. py elektrometrisch bestimmt. Keine nennenswerte 
Anderung der Aziditat wahrend des Versuchs. Inkubation 120 Minuten 
bei 30°. Zum Vergleich ahnliche Versuche mit Maltose statt Trehalose, 
Reaktionszeit 20 Minuten. Beide Versuchsreihen sind in der Abb. 2 veran- 
schaulicht. Die obere Kurve (Spaltung der Maltose) hat ungefahr die schon 
friiher angegebene Form und Lage (2). Die untere Trehalosekurve zeigt 
etwa dasselbe Optimum, aber eine andere Form. Dabei ist jedoch zu be- 
achten, da vielleicht eine Zerst6rung des Enzyms wiahrend des Versuchs 
die Form der Kurve verdndert hat. DaB eine betrachtliche Zerst6rung 
eintritt, geht z. B. aus folgendem Versuch hervor: Je 1 g Apozymase wurde 
in Phosphatpuffer 2 Stunden bei 30° aufbewahrt. Versuch mit Trehalose 
dann wie oben ausgefiihrt: 





Pu des Puffers °fo Spaltang Zerstérung 
ohne Vorbehandlung Vorbehandlung 2 Std. 0}, 
6,! 19,7 11,2. 4 
by (he 18,8 8.6 35 


In beiden Fallen ergab sich eine starke Zerst6rung. Andere Versuche 
zeigten, da nach 24 Stunden alles Enzym zerstért ist. Die Trehalase 
in der trockenen Unterhefe besitzt also eine wesentlich kleinere Stabilitat 
als die der Oberhefe. Ahnlich verhalten sich iibrigens viele andere 
Enzyme. So geht z. B. die Garfahigkeit der trockenen Unterhefe beim 
Aufbewahren in Wasser oder Phosphatlésung bald verloren, wahrend 
die trockene PreBhefe viel stabiler ist. Dies diirfte wohl damit zu- 
sammenhangen, da die Enzyme der PreBhefe viel fester an unléslichen 
Zellbestandteilen gebunden sind als die der Unterhefe, welche ja auch 
nach kurzer Selbstverdauung einen garkraftigen, aber wenig stabilen 
Lebedew-Saft gibt. 

Aus den Kurven der Abb. 2 ist ersichtlich, daB die Spaltung der 
Maltose etwa 24mal schneller verlauft als die der Trehalose. Da bei 
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anderen Hefepraiparaten das Verhaltnis beispielsweise 1:1 war, ist 
dies auch eine Stiitze fiir die Auffassung, da Trehalase und Maltase 
zwei verschiedene Enzyme sind. 


VIL. Lebedew-Saft. 


Die in Lésung gegangene Trehalase erwies sich als sehr unbestandig. 
In frischem Saft tritt in Anwesenheit von NaF Spaltung der Trehalose 
ein, und zwar ist die Geschwindigkeit von ungefahr derselben Grobe 
wie die Garungsgeschwindigkeit ohne NaF. Wir versuchten durch 
Dialyse des Saftes zu cozymasefreien Praparaten zu kommen, die auch 
ohne NaF auf Trehalosespaltung hatten untersucht werden kénnen. 
Die erhaltenen Safte zeigten aber weder Spaltung noch Garung. 


Literatur. 
1) Myrbdck u. Ortenblad, diese Zeitschr. 288, 329, 1936. — 2) Willstdtter 
u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 110, 232, 1920; 111, 157, 1920; 
115, 221, 1921; 151, 242, 1926. — 3) Svensk kem. tidskr. 48, 213, 1936. - 


4) Myrbdck, ebenda 49, 24, 1937. 








Wirkung der Vitamine B, und C 
auf die Dauer des Verbleibens von Kongorot in der Blutbahn. 
Von 
R. Tislowitz. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 
Universitat J. Pitsudski in Warschau.) 


(Eingegangen am 27. Marz 1937.) 


Es ist von uns bereits (1) eine gerinnungsbeschleunigende Wirkung 
des B,-Vitamins beschrieben worden, welche der des Vitamins C sehr 
ahnlich ist. Auch scheint die verminderte Durchlassigkeit der Gefal- 
wand beiden Vitaminen gemeinsam zu sein, was sich leicht mit der 
Kongorotmethode nachweisen 1aBt. 

Wenn man einem Hund z. B. eine genau bestimmte Menge einer 
1 °,igen Kongorotlésung intravendés injiziert, wird sie aus dem Kreislauf 
allmahlich entfernt und verschwindet nach einer gewissen Zeit ganz, 
unter normalen Umstanden zwischen der 45. und 60. Minute. Die Ent- 
fernung des Farbstoffs aus der Blutbahn hangt vor allem vom Zustand 
des Retikuloendothels, unter anderem also vom GefaBendothel ab: 
auch die Undurchlassigkeit der Gef§Bwand scheint dabei eine Rolle 
zu spielen. 

Die einzelnen Vitamine beeinflussen nun, wie sich nachweisen lait, 
in spezifischer Weise die Dauer des Verbleibens von Farbstoffen, z. B. 
von Kongorot, in der Blutbahn. Die lipoidléslichen Vitamine A [Stern 
und Willheim (2)], und D [Kurowski (3)], verkiirzen — ahnlich wie eine 
Reizung des Retikuloendothelsystems — die Verweildauer einer in die 
Blutbahn gespritzten Kongorotmenge, und es liegt nahe, anzunehmen, 
daB die Wirkung von Vitamin A und D auf dem gleichen Mechanismus, 
nimlich der Stimulation des Retikuloendothelsystems beruht. Darin 
diirfte man auch einen Teilfaktor der resistenzvermehrenden Wirkung 
dieser Vitamine vermuten. 

Wie wir uns iiberzeugen konnten, verldngern die wasserléslichen 
Vitamine B, und C, im Gegensatz zu den fettléslichen, die Verweildauer 
von Kongorot in der Blutbahn. Wir geben von einigen Versuchen die 
beiden folgenden als Beispiel in Tabelle I wieder. In der einen Spalte 
(mg-°,) ist die jeweils in der Blutbahn kreisende Kongorotmenge in 
mg-°%, angegeben, in der daneben stehenden (°%,) die prozentuelle Ver- 
minderung im Verhaltnis zu der in der vierten Minute bestimmten 
Menge, welche dem Maximum des zirkulierenden Kongorots entspricht. 
Die Bestimmung erfolgte nach einer von uns ausgearbeiteten Modifika- 
tion der Adler-Reimannschen Kongorotmethode (4). 
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Tabelle I. Wirkung der Vitamine B, und C auf die Dauer des Ver- 
bleibens von Kongorot in der Blutbahn. 





Zeit nach Kontrolluntersuchung Nach Vitamin- 


der zu Beginn verabreichung 
Injektion 
ies : ri Anmerkungen 
care) 2 ae ee 
Min. mg-9/, %F9 mg-°'o O}, 
4 3,42 100 3,42 100 Vitamin C. 
8 2,72 79 2,98 37 Hund Nr. 34, 14kg. Verabreichte 
15 2.14 63 2,42 71 Vitamin C-Menge: 6 Tage tiglich 
30 1.32 38 1,62 47 intravenis 200 mg l-ascorbinsaures 
45 0,45 13 0,96 28 Na (Redoxon ,Roche*). Beide 
60 ate zee 0.47 13 Male verabreichte Kongorotmenge: 
80 Ee ny kbs = 2,8cem einer 1°/sigen Lisung. 
Vitamin B,. 
4 3.42 100 3.43 100 — or i kg. Verabreichte 
‘ af ; 997 7 ‘itamin-B,-Menge: 3 Tage taglich 
= io 7 uae rH intramuskular 800 TE. = 2 mg 
> hi oe 9 synthet. Vitamin B, (Betaoxin 
60 - = 0,98 28 ~Bayer*). Beide Male wurden 
75 _— _ 0,52 15 3,4cem einer 1 / igen Kongorot- 





lisung injiziert. 


Man kénnte leicht annehmen, da die beschriebene gefaBwand- 
abdichtende Wirkung der Vitamine vorgetéuscht und auf den Einflu8 der 
Kongorotinjektion bei der Kontrolluntersuchung zuriickzufiihren sei. Dem 
muB entgegengehalten werden, daB man bedeutend gréBere Kongorotmengen 
braucht, um diese Wirkung zu erzielen, ferner die Tatsache, daB wir bei 


Kontrolluntersuchungen, bei denen wir nur einmal Kongorot — und zwar 
nach Vitaminverabreichung — anwandten, Zahlen erhielten, die weit iiber 


dem Durchschnitt lagen. Andererseits hatten wiederholte Kongorot- 
injektionen (allein in den angegebenen Mengen) keinen Einflu8 auf das Ver- 
bleiben des Farbstoffes im Blute. Die Veranderungen sind also auf die 
Vitaminwirkung zu beziehen. 

Wie aus Tabelle I ersichtlich, verlangert eine mehrtagige Behandlung 
mit Vitamin B, oder C die Dauer der Anwesenheit von Kongorot in der 
Blutbahn. Man kann sich nur schwerlich vorstellen, daB diese Wirkung 
der Vitamine auf einer Beeintrachtigung der Funktion des Retikulo- 
endothelsystems beruht. Dies stiinde im Widerspruch zu der im iibrigen 
resistenzverstarkenden Eigenschaft der Vitamine, auch ist die ver- 
abreichte Vitaminmenge nicht so groB, als daB eine negative Phase 
wie man sie nach groBen Mengen der lipoidléslichen Vitamine antrifft, 
ahnlich wie bei der ,,Blockade“ des Retikuloendothelsystems — in 
Betracht kame, ganz abgesehen davon, da wir bei wasserlésiichen 
Vitaminen im allgemeinen keine Hypervitaminosen kennen. 

Bei Betrachtung einiger Eigenschaften der Vitamine B, und C 
bei Vitamin B,: der entquellenden, bei Vitamin C: der permeabilitats- 
vermindernden und ebenfalls entquellenden Wirkung (Skorbutédeme) 
wird es eher wahrscheinlich, daB die Verlangerung des Verweilens von 
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Kongorot nach Anwendung dieser Vitamine auf einer Abdichtung der 
GefaBwand beruht. Wenn dem so ist, miiBten die beiden Vitamine 
auch entziindungshemmend wirken. Vom Vitamin C ist bekannt, dal 
es bis zu einem gewissen Grade eine solche Wirkung entfaltet. Beziiglich 
des B,-Vitamins beobachteten wir in vorlaufigen Versuchen an 
Kaninchen, daf Kantharidenpflaster bei Tieren, welche zuvor reichlich 
Vitamin B, erhalten hatten, geringere R6tung und kleinere Blasen an 
der Innenseite des Ohres hervorruft als bei Kontrolltieren. 


Zusammenfassung. 

Ahnlich wie die Avitaminosen B, und C viele gemeinsame Ziige 
zeigen, bei einigen Tierarten sogar zusammen auftreten, weisen die 
Vitamine B, und C ahnliche Wirkungen auf, wie Senkung des Blut- 
zuckers (5), Bradykardie, Verminderung der Plasmamenge des zirku- 
lierenden Blutes (1). Es wird hier iiber eine weitere gemeinsame Eigen- 
schaft der beiden Vitamine berichtet: Verlangerung des Verbleibs von 
Kongorot in der Blutbahn, welche auf eine verminderte Durchlassigkeit 
der Gefifwand zuriickgefiihrt wird. Auch eine gewisse entziindungs- 
hemmende Wirkung scheint beiden Vitaminen eigen zu sein. 


Literatur. 
1) Tislowitz, Klin. Wochenschr. 1937, 8S. 279. — 2) Stern u. Willheim, 
Zeitschr. f. exper. Med. 97, 354, 1935. — 3) Kurowski, in Vorbereitung. 
4) Adler u. Reimann, Zeitschr. f. exper. Med. 47, 617, 1925. 5) Tislowitz, 


Klin. Wochenschr. 1937, 8. 226. 
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Wirkung der Vitamine A und D 
auf die Plasmamenge des zirkulierenden Blutes. 
Von 
R. Tislowitz und J. Kurowski. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 
Universitat J. Pitsudski, Warschau. ) 


(Eingegangen am 27. Mdrz 1937.) 


Die Vitamine B, und C bewirken eine leichte Verminderung der 
Plasmamenge des zirkulierenden Blutes bei Hunden (1) (2), wahrend 
bei den entsprechenden Avitaminosen, Beri-Beri und Skorbut, eine 
Zunahme des Wassergehalts des Blutes zu beobachten ist. Bei dem 
bekannten Gegensatz, der sonst zwischen Vitamin B, und C einerseits, 
Vitamin A und D andererseits herrscht, trat die Frage auf, wie die 
Vitamine A und D den Plasmagehalt des zirkulierenden Blutes beein- 
flussen. 

Die Untersuchungen wurden an normalen Hunden ausgefiihrt unter 
genauer Kontrolle der gereichten Speise- und Wassermenge. Vitamin A, 
in Form von Vogan, bzw. Vitamin D, in Form von Sterogyl, wurde den 
Tieren taglich mit dem Futter gereicht, und zwar in der Menge von 
5 bis 40 Tropfen taglich (25 Tropfen Vogan entsprechen 120000 biol. 
Einheiten, 10 Tropfen Sterogyl enthalten '/, mg kristall. Vitamin D). Das 
Futter wurde den Tieren um 14 Uhr gereicht, die Untersuchungen fanden 
tags darauf an niichternen Tieren statt. Die Messung der Plasmamenge 
des zirkulierenden Blutes wurde mit der Kongorotmethode ausgefiihrt, 
gleichzeitig wurde das Verhaltnis Plasma zu roten Blutkérperchen notiert. 

Aus den in Tabelle I und II wiedergegebenen Beispielen ergibt sich, 
daB es nach kleineren und mittleren Vitamin-A-Mengen zu einer Ver- 
minderung der Plasmamenge des zirkulierenden Blutes kommt. Da 
gleichzeitig der Hamatokritwert eine Verminderung der roten Blut- 
kérperchen im Verhaltnis zum Blutplasma anzeigt, muB die Vermin- 
derung der gesamten zirkulierenden Blutmenge, besonders aber der 
roten Blutkérperchen, noch starker sein. Bei weiterer Verabreichung 
von Vitamin A und bei gréBeren Dosen kommt es zu entgegengesetzten 
Anderungen, also zu einer Vermehrung der Plasmamenge des zirku- 
lierenden Blutes. Der Hamatokritwert zeigt eine weitere Verschiebung 
zugunsten des Plasmaanteiles, so dafs die Vermehrung vor allem das 
Plasma und nicht die roten Blutkérperchen betrifft. Die Wirkung des 
Vitamins A ist also je nach Dosis und Verabreichungsdauer eine 
doppelte. 

Vitamin D bewirkt ebenfalls eine Verschiebung des Hamatokrit- 
wertes zugunsten des Plasmas, die oft noch bedeutender ist als bei 
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Tabelle I. Wirkung wiederholter Verabreichung von Vitamin A 


per os auf die Plasmamenge des zirkulierenden Biutes. 





Hund Nr. 36, 21 kg 


Zeit Plasmamenge Volumverhaltnis 
ot des zirkulieren- 
Dosis den Blutes rote BlutkOrperchen ; Plasma 
cem 
hKontrolluntersuchung am 3. IT. 1936 736 1: 0.83 
4. II. 1936 736 1: 0.82 
8 ‘Tage lange 120 000 biol. Kinh. 
Vitemin A. t€ghch ... .« . «% 609 1: 420 
Weitere 7 Tage 192.009 biol. Einh. 
Vitamin A taglich . ...... 823 1: 1,64 


Tabelle IL. Wirkung wiederholter Verabreichung von Vitamin D 


per os auf die Plasmamenge des zirkulierenden Blutes. 





Hund Nr. 56, 8,5 kg 


Zeit Plasmamenge Volumverhiiltnis 
, des zirkulieren- ; 
Dosis den Blutes rote Blutkérperchen : Plasma 
cem 
Kontrolluntersuchung am 21. IT. 1936 353 1:0.99 
23. I. 1936 351 1: 0,90 
7 Tage lang 0,1 mg kristall. 
Vitamin D taglich . . . .... BOS bios 
Weitere 12 ‘Tage 0.3 mg kristall. 
Vitamin D th@lich.. ... . . . 4 590 1:1,75 


Vitamin A. Im Gegensatz zu Vitamin A kommt es aber nach Vitamin- D- 
Verabreichung nur selten zu einer anfanglichen Verminderung der 
Plasmamenge des zirkulierenden Blutes. Meist beobachtet man von 
Beginn an, sowohl bei kleinen und mittlerenvals auch bei groen 
Dosen, eine Vermehrung des Plasmas. Fiir beide Vitamine ist 
bemerkenswert, da} bei ihrer Verabreichung per os wiederholte Gaben 
im Laufe von einigen Tagen nétig sind, um diese Anderungen hervor- 
zuruten. Anders scheint es sich bei parenteraler Verabreichung zu 
verhalten. Wir haben nach einmaliger intramuskulirer Injektion von 
Vitamin A bzw. D nach einigen Stunden die Plasmamenge des zirku- 


lierenden Blutes gemessen und stets eine Vergr6Bberung derselben gegen- 


iiber dem Ausgangswert erhalten (siehe Tabelle III). Es ist aber 


moglich, daf diese Vermehrung nicht auf dem Vitamineffekt, sondern 
auf der Resorption des Lésungsmittels der Vitamine (Sesam6l) beruht. 

Zwischen Vitamin A und D herrscht also ein gewisser Gegensatz 
beziiglich ihrer Wirkung auf die Menge des im Blute zirkulierenden 
Plasmas. Es ist vielleicht in Zusammenhang damit bemerkenswert. 


daB wir [zusammen mit Fliederbawm (3)| bei der Untersuchung der 





He 


Ht 


se 


re 


ac 


M 








Wirkung der Vitamine A und D usw rp) 


Tabelle II]. Wirkung einmaliger intramuskularer Injektion von 
Vitamin A oder Vitamin D auf die Plasmamenge des zirkulieren- 


den Blutes. 





Plasmamenge 


des 
Tier Zeit Dosis des Vitamins zirkulierenden 
Blutes 
ecm 
Hund Nr. 66, 13kg . 19. IIL. 1936 
104 50 326 
11h 2c¢em Vogan/240 000 biol. 
Kinh./intramusk. 
14h . 444 
Hund Nr.69, 21,8kge 19. IIT. 1936 
11h 20' 5ST 
11 30' 4 ecm Sterogyl/2 mg krist. 
Vitamin D/intramusk. 
14h 697 


Wirkung der Vitamine A und D auf den onkotischen Druck des Blut- 
plasmas ahnliche Verhaltnisse angetroffen haben. Vitamin D erniedrigte 
in allen Fallen den onkotischen Druck oder, wie wir es nennen, die 
..Wasseraffinitat des Blutes*. Die Wirkung des Vitamins A dagegen 
war wieder eine doppelte: zu Beginn, nach kleinen und mittleren Dosen, 
senkte sich der onkotische Druck des Blutplasmas, bei weiterer Verab- 
reichung und gréBeren Vitaminmengen kam es zu einer Riickkehr zur 
Norm, die wir wahrend der Darreichung von Vitamin D niemals beob- 
achteten. 

Vergleicht man die Wirkung der wasserléslichen Vitamine B, 
und C einerseits, der lipoidléslichen Vitamine A und D andererseits in 
bezug auf die zirkulierende Plasmamenge (und auch beziiglich der 
..Wasseraffinitat des Blutsplasmas‘'), so ist festzustellen, dap dis 
Wirkung de r li poidléslichen Vitamine langsamer einsetit, dafii aber 


anhaltender ist. 


Literatur. 
1) Tislowitz, Klin. Wochenschr. 1935, S. 1641; 1986, S. 830. 2) Der- 
selbe, ebenda 1987, S. 279. 3) Tislowitz u. Fliederbaum, Zeitschr. f. exper. 


Med. 98, 735, 1936. 








Réntgenographische Untersuchungen iiber die Polyoso-Tyrosine, 
Von 
St. J. von Praytecki und M. Kotaezkowska. 
(Aus den Instituten fiir physiologische Chemie und Mineralogie der 
Universitat J. Pilsudski, Warschau'.) 
(Eingegangen am 29, Marz 1937.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die in unserem Laboratorium ausgefiihrten Untersuchungen (1) 
haben bewiesen, dal} Tyrosin mit Polysacchariden Molekiilverbindungen 
bildet. Es wurden Symplexe von Dextrino-Tyrosin, Amyloso-Tyrosin 
und Starke-Tyrosin erhalten, deren Zusammensetzung von der Konzen- 
tration des Polysaccharids abhangig war. Die erhaltenen Gele von 
Polyoso-Tyrosinen enthielten entweder 20 oder 40°, Polysaccharid und 
SO oder 60°, Tyrosin. 

Die physikalischen Eigenschaften des Gels, besonders aber des 
getrockneten Pulvers, waren verschieden von denjenigen der reinen 
Aminosaure. Die Kristallstruktur, Festigkeit, Harte zeigten grobe 
Unterschiede. 

Verschiedene Beobachtungen iiberzeugten uns, daB das geldst 
Tyrosin nur sehr labile dissoziierbare Verbindungen mit den Poly- 
sacchariden gibt. Die erhaltenen Symplexe waren stets durch Aus- 
fallen aus den Systemen Tyrosin-Na + Polysaccharidsol durch pu- 
Anderung erhalten worden. 

Es gibt zwei Méglichkeiten fiir die Entstehung solcher Symplexe. 
Entweder kommt die Verbindung dadurch zustande, da®& die unab- 
hangig voneinander, ungeordnet liegenden Tyrosinteilchen sich in  un- 
regelmaBiger Weise an die Polysaccharidmicellen anlagern. Es kénnen 
aber auch zuniachst ,,Kristallite’ von Tyrosin entstehen, die sich dann 
mit dem Polysaccharid verkniipfen. Um zwischen diesen Méglichkeiten 
zu entscheiden, haben wir réntgenometrische Untersuchungen an 
Tyrosin, Dextrino-Tyrosin, Amvlose-Tyrosin und Starke-Tyrosin durch- 
vefiihrt. 

Die elektrodialysierten 1- oder 2°,igen Lésungen von Dextrin oder 
Amylose aus Reis ‘oder von Kartoffelstarke wurden mit Tyrosinpulver 
gemischt (1 g Tyrosin auf 100 cem Lésung) und bei 10° mit n NaOH alkali- 


siert. Das End-py war 9,0 bis 9,2. Nach 5 Minuten wurde die Mischung 
durch 0,5n HCl auf py 6,0 bis 6,5 gebracht. Nach dem Abfiltrieren wurde 


' Die Arbeit wurde am 16. Marz 1937 in der Sitzung der Warschauer 


Wissensch. Ges. vorgetragen. 
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der Niederschlag gut mit H,O ausgewaschen, getrocknet und sein N-Gehalt 
bestimmt. Gleichzeitig wurde eine 1°,ige Tyrosinsuspension in H,O in 
derselben Weise behandelt. Die mit Polysaccharid ausgefallten Tyrosine 
enthielten 36,9 bis 41,1 °,, Poly saccharide. Der Niederschlag wurde immer 
gut pulverisiert und nach Dehye-Scherrer untersucht. 





Abb. 3. Tyrosin, 41/. Std. exponiert. 


Abb. 1. Tyrosin gepulvert. 
Cuk «-Abstand 28,7mm. 17 Std. 





Abb. 4. Stiirke-Tyrosin 





Abb. 2. Dextrino-Tyrosin, in derselben Weise 


*xponiert. 
— Abb. 5. Amylose-Tyrosin. 


Die erhaltenen Resultate, von denen ein Teil in Abb. | bis 5 wieder- 
gegeben ist, beweisen, dab die Réntgendiagramme der Symplexe unter- 
einander sehr ahnlich sind. Die Differenzen liegen meistenteils in den 
Fehlergrenzen. 








is St. J. von Pravlecki u. M. Kolaezkowska. 


Die Diagramme sprechen gegen eine Einlagerung ungeordneter 
Tyrosinteilchen im Symplex: sie beweisen im Gegenteil, dab die Svm- 
plexe aus gut ausgebildeten Kristalliten von Tyrosin bestehen. Die 
Kristallite des freien Tvrosins und diejenigen der Svmplexe sind gleich. 
Nur die Scharfe der Bilder ist verschieden. Dieser Unterschied kommt 
durch das Einlagern der Polysaccharidteilchen zwischen die ausgebildeten 
Kristallite des Ty rosins zustande, Das Diagramm ist deswegen weniger 
scharf ausgebildet. 

Die Entstehung von Polvosotvrosinsymplexen im Gelzustande 
diirfte demnach auf folgende Weise erfolgen: Durch py-Anderung bei 
HCl-Zusatz treten zundichst die Tyrosinteilchen zu charakteristischen 
Kristalliten zusammen. Zwischen sie werden dann die groBben Teilchen 
der Polysaccharide eingelagert. Die Starke bewirkt gréBere Anderung 
der Diagramme als das Dextrin. Der Unterschied wird durch Diffe- 
renzen der Teilchengr6Be der Polysaccharide hervorgerufen. 

Da nur die phenolische OH-Gruppe des Tyrosins mit Polysacchari- 
den reagiert, ist anzunehmen, dab diese Gruppe im Kristallit frei und 
reaktionsfahig bleibt. 

Diese Vorstellung gilt fiir Svmplexe in Gelform. Es ist sehr wahr- 
scheinlich, da auBerdem Syvmplexe von Polyoso-Tyrosinen gebildet 
werden kénnen, in welchen die einzelnen Tyrosinteilchen mit Poly- 
sacchariden in Bindung treten. Sie bleiben aber in Lésung. Die stark 
vergréBerte Loéslichkeit gebundener Tyrosine (z. B. in Peptiden oder 
Estern usw.) spricht fiir diese Annahme. Es konnte auch in unserem 
Institut beobachtet werden, da® die Léslichkeit des T'vrosins in Wasser 
bei konstantem pu durch Zusatz von Glucose, Saccharose und anderen 
Zuckern erhéht wird. 

Literatur, A 

1) wv. Preytecki u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 277, 280, 281, 1935; 2S4, 

1936; sowie +. Przytecki, Monatsh. f. Chem. 69, 243, 1936. 
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Manometrische Mikrotitration mit Ferricyanid. 
Von 
Erwin Haas, 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem. 
(Eingegangen am $1. Mdrz 1937.) 

Oxvdiert man Wasserstoff einer organischen Verbindung mit 
Ferricvanid in neutraler Bicarbonatlésung, so wird pro Atom oxvdierten 
Wasserstoffs | Molekiil Kohlensaure entwickelt : 

H - Ke «( N)e H oe ke (( N), 
H* + HCO H,O + COs. 

Ich habe auf Vorschlag von Herrn Otto Warburg eine solche Reaktion 
mit der manometrischen Versuchsanordnung gemessen. In den Haupt- 
raum eines kegelf6érmigen GefaBes wurde SH-Glutathion, gelést in 
0.4° iger Bicarbonatlésung, gegeben, in die Birne tiberschiissiges Ferri- 
evanid im gleichen Lésungsmittel. Der Gasraum enthielt 10 Vol.-°, 
Kohlensaure und 90 Vol.-°,, Argon. Die Temperatur des Thermostaten 
war 20°, py also 7.3. Wurde das Ferricvanid aus der Birne in den Haupt- 
raum heriibergeholt, so entwickelte sich Kohlensdure. Der Endwert 
war in 15 Minuten erreicht, er betrug 1 Mol Kohlensiure pro Mol 
Glutathion. Die manometrische Titration mit Ferricyanid ist also 
bequem und genau und, da 1 y oxydierten Wasserstoffs 22.4 emm 
Kohlensaiure austreibt, empfindlicher als die gebrauchlichen Titrations- 
methoden. 

Wie das Glutathion, so kann man auch die Dihydro-Pyridin- 
nukleotide mit Ferricyanid bestimmen. Die Reaktionsgleichung ist: 


+2 Fe(CN)¢ + H+ +2 Fe(CN), 
CH, CH 
N N 
R R 

In diesem Falle erzeugt also nur eines der beiden auf das Eisen 
iibergehenden Elektronen Saure, so da pro Mol oxydierten Nukleotids 
| Mol Kohlensaure ausgetrieben wird. 

Mit Hilfe der manometrischen Ferricyanidtitration konnten die 
Héhen der Dihydrobanden der beiden Pyridinnukleotide genauer als 
bisher bestimmt werden, indem fiir ein und dieselbe Lésung die Licht- 
absorption und die Kohlensdureentwicklung durch Ferricyanid ge- 


messen wurden. Ich fand: 








sO E. Haas. 


Bande 345 my des Dihydro-Diphospho-Pyridinnukleotids: 1,36 
. 107 fem? Mole}, 
Bande 345 my des Dihydro-7riphospho-Pyridinnukleotids: 1,28 


. 107 [em?, Mole]. 


Protokoll. Oxydation von SH-Glutathion durch Kaliumferri- 
eyanid. 





t 20°. Gasraum: 10 Vol.-°, CO, + 90 Vol.-°, Argon. py 7,3. 
CE os Ses ee ae ee I II 
: is | 4ceem 0,4 °/,iges NaHCO, > 
Hauptraum. ...-....-- | 1,50 mg Glutathion P 3,00 mg Glutathion 
Be | 12mg K, Fe (CN), \ 
NN ee hea be ee 0.2eem 0.40 jiges NaHCO, { > 
Zeit nach dem Einkippen emm CQO» emm QO 9 
5 Min. + 99 + 192 
LO + 105 + 205 
LD 5 + 106 + 208 
20 . + 106 +208 
Korrektion fiir 106 “ 208 ‘ 
(0,-Retention durch Na, Cs | y = 108,5 y = 218 
g-hetention durch Nay 3 0.98 0.98 
Kubikmillimeter Saure | "9 71 
: (Z ( 
Milligramm 
Mole Kohlensiure| ; 0.99 0.98 


Mole Glutathion | 
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Die Bromwerte des Blutes. 
Von 
Helmut Doering. 
(Aus der Universitats-Kinderklinik Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 31, Marz 1937.) 
Einfiihrung. 


Im Laufe der letzten Jahre sind zahlreiche Methoden! zur Be- 
stimmung des Broms im Blute ausgearbeitet worden, die zu ganz ver- 
schiedenen Ergebnissen gefiihrt haben. Die Frage des wahren Blut- 
bromgehalts ist damit ungeklart, und es gibt heute noch keine allgemein 
anerkannten Blutbromwerte. Die Ursache fiir die so groBen Unter- 
schiede in den gefundenen Bromwerten diirfte meiner Ansicht nach 
darauf zuriickzufiihren sein, daB die Bestimmung kleinster Brom- 
mengen im Blute, einem an organischen Substanzen so reichen biologi- 
schen Material, auBerordentlich groBe Anforderungen an die experi- 
mentelle Geschicklichkeit eines jeden Analytikers stellt und daher nur 
zu leicht fehlerhaft ausgefiihrt werden kann. 

Der schwierigste Teil einer jeden Blutbromanalyse ist die Ver- 
aschung; denn hier ist die schwer zu erfiillende Bedingung gestellt, die 
organische Substanz restlos so zu beseitigen, das hierbei jeder Brom- 
verlust vermieden wird. Eine unvollstandige Oxydation birgt namlich 
die Gefahr in sich, daB organisch gebundenes Brom nicht in die an- 
organische Form iibergefiihrt wird und sich dadurch der Bestimmung 
entzieht. AuBerdem k6nnen auch groBe Fehler dadurch entstehen, 
da sich noch am Ende der Analyse organische Verunreinigungen in 
der Lésung befinden. Die Voraussetzung fiir zuverlassige Resultate ist 
aber iiberall da, wo Brom oder Jod in elementarer Form auftreten, die 
Abwesenheit selbst der kleinsten organischen Verunreinigungen. Die 
Ahnlichkeit von Chlor und Brom ergibt ferner auch die groBe Analysen- 
schwierigkeit der Trennung dieser Elemente. Bei der Uberfiihrung von 
Bromwasserstoff in elementares Brom kommt es namlich nur zu leicht 
auch zu einer Oxydation geringster Mengen von Chlorwasserstoff zu 
Chlor, und es werden so zu hohe Bromwerte vorgetauscht. Umgekehrt 
k6nnen aber auch zu niedrige Werte erhalten werden, wenn man, um 
die Gefahr einer Oxydation von Chlorwasserstoff zu Chlor auszuschalten, 
bei einer zu niedrigen Wasserstoffionenkonzentration arbeitet. Hierbei 
werden naturgemaB ja auch die Bedingungen fiir eine Uberfiihrung des 


! Literatur siehe bei Th. Leipert, diese Zeitschr. 280, 416, 1935; Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 226, 108, 1934; A. Stoll u. B. Brenken, diese Zeitschr. 268, 
229, 1934. 
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Bromwasserstoffs zu Brom verschlechtert, und man erhalt dann leicht 
wegen mangelhafter Oxydation zu niedrige Werte. 

Um die fiir die Physiologie so wichtige Frage des wahren Blut- 
bromgehaltes zu klaren, habe ich Bromanalysen im Blute mit Hilfe eines 
Verfahrens ausgefiihrt, bei dem die oben genannten Fehlerquellen aus- 
geschaltet sind. 

Theoretischer Teil. 

Das Prinzip der Methode ist folgendes: Die Veraschung wird nach 
Carius mit Salpetersaure unter Zusatz von Silbernitrat im Bombenrohr 
vorgenommen. Die ausgefallenen Silberhalogenide werden nach 
Trennung vom Veraschungsmedium mittels Zink in die leicht léslichen 
Zinkhalogenide iibergefiihrt. Nach Entfernung des iiberschiissigen 
Zinkstaubs, des ausgefallenen Silbers und der stérenden Zinksalze 
werden die Bromide zu Bromsaéure oxydiert und letztere nach Ent- 
fernung des iiberschiissigen Oxydationsmittels jodometrisch bestimmt. 

Diese Methode ist fiir die Klarung der Frage des wahren Brom- 
gehalts im Blute deswegen geeignet, weil sie vor allen anderen Verfahren 
den groBen Vorteil einer véllig einwandfreien Veraschung hat. Fehler, 
die durch eine nicht restlose Zerstérung der organischen Substanz, 
durch das Fliichtiggehen von Bromverbindungen, sowie auch durch 
eine individuelle Arbeitsweise entstehen kénnen, sind hier ausgeschlossen. 
Da® die Veraschung nach Carius bei weitem exakter ist als alle anderen 
Methoden zur Zerstérung der organischen Verbindungen, ist bekannt. 

Fiir die Genauigkeit der Methode ist es ferner vorteilhaft, daB zum 
SchluB der Analyse durch die Umsetzung der Bromsaure mit Kalium- 
jodid nach der Gleichung: 

BrO, + 6J’ + 6H* = 3J, + Br’ + 3H,0O 


nicht ‘die dem Blutbrom aquivalente Menge an Jod zur Titration mit 
Thiosulfat gelangt, sondern sechsmal soviel. Wahrend alle Jodbe- 
stimmungsmethoden im Blute heute auf die Anwendung des ent- 
sprechenden Winklerschen Verfahrens hinauslaufen, sind nach dieser 
Arbeitsweise Bestimmungen von Brom im ,Blute bisher nur von Leipert 
und Watzlawek ausgefiihrt worden. Auch die eingangs erwahnten 
Schwierigkeiten einer Chlor-Bromtrennung fallen bei dieser Arbeits- 
weise weg. 

Die Uberfiihrung des Br-Ions in Bromat erreicht man sehr einfach 
dadurch, daB man zu der Bromidlésung auBer Chlorwasser bzw. einer 
schwach angesauerten Hypochloritlésung etwas Calciumcarbonat hinzu- 
setzt und die Lésung 5 Minuten lang im schwachen Sieden halt. Die 
nach der Gleichung 

HBr + 3Cl, + 3H,O == HBrO, + 6 HCI 
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entstehende freie Salzsiure wird dadurch aus dem _ Gleichgewicht 
entfernt, was zur Folge hat, daB die Reaktion voéllig im Sinne der Bromat- 
bildung verlauft. (Nahere Angaben siehe!.) 


Experimenteller Teil. 


Reagenzien. 


1. Rote, rauchende, halogenfreie Salpetersiure. 2. Silbernitratlésung, 


die durch Auflésen von je 1g Silbernitrat pro analysi in je 1 cem Wasser 
hergestellt wird. 3. Zink, reinst, zerrieben (Schering-Kahlbaum, A.-G., 
Berlin). 4. 10°,ige Kaliumbicarbonatlésung. 5. Hypochloritlésung (etwa 
In). Man schiittelt in einer braunen Pulverflasche 30 g Chlorkalk, D.A.B. 6, 
Merck, mit 200 cem Wasser. Darauf laBt man den Niederschlag sich ab- 
setzen und filtriert die Lésung durch ein Faltenfilter in eine braune Flasche. 
6. 2n Salzséure. 7. Caleitumearbonat. 8&. 20°.ige Natriumformiatlésung. 
9. Kaliumjodid p.a. 10, 5° jige Ammoniummolybdatlésung. 11. Frische, 
etwa 1°,ige Starkelésung. 12. n/500 Natriumthiosulfatlésung. 13. n/500 
Kaliumjodatlésung zur Titerstellung und Kontrolle der Natriumthiosulfat - 
losung. 

Von diesen Reagenzien enthalten die Hypochlorit- und die Kalium- 
bicarbonatlésung immer Spuren von Brom bzw. Jod. Man bestimmt den 
gemeinsamen Leerwert dieser beiden Lésungen, indem man mit ihnen so 
verfahrt, wie unter d) angegeben. Bei der Herstellung der 2 n Salzsaure ist 
darauf zu achten, daB die konz. Salzsiure, von der man ausgeht, eisenfrei 
ist und gar keine bzw. so geringe Spuren von Brom enthalt, da der halbe 
ceem der verdiinnten Salzséure, den man vor der Oxydation mit der Hypo- 
chloritlésung gebraucht, praktisch gar kein Brom enthalt. Es ist zweck- 
maiBig, die Reagenzien 4, 6, 8 und 10 in Tropfflaschen aufzubewahren. 


A pparatur. 


Siehe meine Arbeit? erster Abschnitt, Apparatur, Punkt a) und b). 
Es kommt hinzu ec): zwei Jenaer 50-cem-Erlenmeyer, denen man oben 
seitliche Ansatzréhrehen anschmelzen laBt, so daB man sie als Saugflaschen 
benutzen kann. d) Ein Filterrohr (Allihnsches Rohr 12 G. 3, Schott u. Gen., 
Jena), ein Filtertrichter (54 a 94 p). 


Ausfiihrung der Brombestimmung. 


Ich verweise auf meine oben angefiihrte Arbeit, in der ich in den 
Punkten a), b) und c) alles ganz genau beschrieben habe. Zu diesen 
drei Punkten fiige ich nur das hinzu, was eine Vereinfachung bzw. eine 
Verbesserung darstellt. 

Zu a) Veraschung. Eine Blutmenge von 3,0cem geniigt. Um mit 
einer gréBeren Silberhalogenidniederschlagsmenge arbeiten zu kénnen, gibt 
man zweckmaBigerweise ein paar Tropfen der verd. Salzséure hinzu. Man 
verwendet 7ccm der Salpetersiure und braucht die Veraschung nicht 
zu unterbrechen. Es ist zweckmaBig, das Bombenrohr nach dem Heraus- 


1 H. Doering, Zeitschr. f. analyt. Chem. 108, 255, 1937. 2 H. Doering, 
Klin. Wochenschr. 1936, S. 1010. 
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lassen des Uberdrucks in ein siedendes Wasserbad unter den Abzug zu 
stellen. Dadurch wird der gréBte Teil der Stickoxyde vertrieben. 

Zu b) Trennung der Silberhalogenide vom sauren Veraschungsmedium. 
Statt das Becherglas mit dem Silberhalogenidniederschlag in der salpeter- 
sauren Lésung 1 Stunde lang auf dem Wasserbad zu erwarmen, ist es 
einfacher, es auf dem Drahtnetz bis zum Sieden zu erhitzen und es dann 
abkiihlen zu lassen. 

Zu c) Umsetzung des schwer léslichen Silberhalogenids in die leicht 
loslichen Zinkhalogenide. Diese Umsetzung nimmt man mit ,,Zink, reinst, 


zerrieben** vor —— man erspart sich dadurch die Arbeit der Reinigung von 
den Halogenen, die beim Zinkstaub nétig ist —- und verfahrt dabei so, dal 


man das Glaschen nicht im Wasserbad erwirmt, sondern direkt auf dem 
Drahtnetz zum Sieden erhitzt. Darauf saugt man vom iiberschiissigen 
Zink und ausgeschiedenen Silber durch ein Filterrohr in einen Jenaer 
50-cem-EHrlenmeyer-Kolben mit seitlichem Ansatzrohr ab. Die Umsetzung 
und das Auswaschen des -Zinks und Silbers kann man auch mit etwas 
groBeren Wassermengen vornehmen. 

Der letzte Teil wird folgendermaBen ausgefiihrt: Zunachst werden die 
stérenden Zinksalze! dadurch entfernt, daB man nach Zugabe eines halben 
eem der Bicarbonatlésung die Lésung aufkocht (Vorsicht, starke CO,- 
Entwicklung!) und den nunmehr gut, filtrierbaren Niederschlag nach Ab- 
kiihlung unter der Wasserleitung in einen Filtertrichter, der sich auf einem 
Jenaer 50-cem-Erlenmeyer-Kélbchen mit seitlichem Ansatzrohr befindet, 
absaugt. Im Filtrat wird nach zweimaligem Auswaschen des Niederschlags 
mit etwas bicarbonathaltigem Wasser die eigentliche Brombestimmung vor- 
genommen. Nahere Angaben hierzu siehe am angegebenen Ort. 

Das Blutjod, das mit zur Bestimmung gelangt, kann vernachlassigt 
werden, da es in so geringer Menge vorhanden ist, dai die Werte inner- 
halb der Fehlergrenzen des Verfahrens liegen. 

Da nach einer Carius-Veraschung im Bombenrohr das gesamte 
Blutbrom als Ag Br fein verteilt in einer relativ sehr groben AgCl-Menge 
vorliegt, liefert das Wiederfinden bekannter Ag Br-Mengen in Ag(Cl- 
Niederschlagen den Beweis dafiir, da’ auch die weitere Aufarbeitung 
bei meinem Verfahren einwandfrei ist. Die Resultate derartiger Analysen 
sind in der Tabelle I wiedergegeben. 

Tabelle I. Die Bestimmung kleinster Silberbromidmengen in 
Silberchloridniederschlagen (von etwa 70 mg). 





An Verbraucht an “ Verbraucht an 
An~- 0,02 n-Thiosulfat- oT x 0,02 n-Thiosulfat- Gefundene 
gewendete jijsung nach Abzug ioe gewendete jisung nach Abzug ines Br’ 
Menge Br des Blindwertes Menge Br des Blindwertes | . 
} eem y y ecm | y 
6,7 0,255 6,8 53,3 1,97 52.5 
13,3 0,51 13,6 66,6 2,43 64,7 
20,0 0,74 19,7 99,9 3,77 100,4 
33,3 1,28 | 84,1 133,2 5,03 134,0 
39,9 1,49 39,7 199,8 7,57 201,4 





' Es bildet sich aus den Zinkhalogeniden bei der Oxydation mit Hypo- 
chlorit durch Umsetzung mit dem Calciumcarbonat basisches Zinkcarbonat, 
das in der Hitze etwas léslich ist und dadurch die Lésung schwach alkalisch 
macht. 
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Die Silberhalogenide wurden durch Ausfallen der Halogene in 
schwach saurer Loésung mit Silbernitrat hergestellt. Nach mehr- 
stiindigem Stehen des Niederschlags im Dunkeln wurde die Aufarbeitung 
so vorgenommen, wie ich das unter ,, Ausfiihrung der Brombestimmung* 
Punkt b), c) und d) angegeben habe. Die Dauer einer derartigen Auf- 
arbeitung betragt 50 Minuten. 


An 30 gesunden Personen, 19 Erwachsenen und 11 Kindern, vor- 
genommene Blutbromanalysen ergaben Werte, die in Tabelle II an- 
gefiihrt sind!. 


Tabelle Il. Bromanalysen im Blute. 





Alter y-°9 Brom Alter y-°/o Brom Alter ®» Brom 
Erwachsene. 
35 320 82 266 272 =~ 355 373 
302 302 74 208 213 a 204 
26 346 325 29 294 266 22 294 302 
- 426 426 43 240 240 28 275 284 
54 311 311 32 252 244 
41 346 28 337 337 
Kinder. 
5 355 337 15 364 364 13 294 288 
g 346 337 7 311 311 2 231 240 
7 311 302 11 337 329 12 231 249 
7 364 382 7 346 337 








Der groBte Teil der oben angefiihrten Analysen wurde mit 3 cem 
und einige Kontrollbestimmungen mit 5 ccm Blut ausgefiihrt. Die von 
mir erhaltenen Werte liegen mit Ausnahme eines einzigen zwischen 


Tabelle III. Analysen mit Bromzusatzen. 





Ermittelter 


nae Zugesetztes erechnete rhe e ; 
Ragen ny ae ioe (KBr) eam Poumon Fehler 
7 7 7 7 Yo 
10,1 53.3 63,4 62.3 2 
9,2 53,3 62.5 58,6 — 6 
6,2 24,0 33,2 33.0 — 0,6 
22,8 66.6 89,4 86,6 3 
22,8 13.3 36,1 35,2 — 2.5 
22.8 26.6 49.4 50,3 + 1,8 
22.8 53,3 76,1 76,3 4. 0:3 


Die in der ersten Spalte der Tabelle angegebenen Werte von 22,8 7 
Brom stammen von Rinderblut, die iibrigen von menschlichem Blut. 


! Drei Personen ergaben iiberraschend hohe Blutbromwerte (bis zu 
1500 y-°,), die in der obigen Tabelle nicht aufgenommen wurden. Es 
handelt sich hier wohl um Patienten, die bromhaltige Medikamente zu sich 
genommen hatten. 








86 H. Doering: 
0,2 und 0,4 mg-°,,. Sie sind wesentlich niedriger als die meisten anderen 
in der Literatur angegebenen. Im groBen und ganzen stimmen sie nur 
mit denjenigen Werten tiberein, die Leipert bekommen hat (0,16 bis 
0,4 mg-°%), doch sind sie durchschnittlich héher als diese (s. Tabelle ITT). 


Brombestimmungen in Blut, Serum und Plasma nach offener Veraschung mit 
Salpetersdure. 

Nachdem ich eine gréBere Anzahl Veraschungen von Blut zwecks 
Feststellung seines wahren Bromgehalts im Bombenrohr nach Carius 
vorgenommen hatte, war es naheliegend, zu versuchen, ob nicht auch 
durch eine offene Salpetersiureveraschung! das gesamte Blutbrom zu 
erfassen sei. Dabei hat sich niemals Ubereinstimmung mit den nach 
Carius erhaltenen Werten ergeben. Untersuchungen an zwéolf  ver- 
schiedenen Bluten ergaben bei der offenen Veraschung Verluste von 
11 bis 28°. Gut iibereinstimmende Werte erhielt ich jedoch bei der 
Veraschung von Serum und Plasma (Tabelle IV). 


Tabelle IV. Brombestimmungen im Serum und Plasma nach Ver- 
aschung mit Salpetersiure bei 250 und bei 100°. 





Bombenrohrveraschung Offene Veraschung 
bei 250° bei 100° 

Menschliches Serum. .... . 410 426 432 437 

. get Sw 5h eee acews 562 586 

” ae eo % 464 464 
ee he ne ee a 879 863 
ee eee 719 730 719 = 746 

A rete Sheen, & 603 588 


Die offene Veraschung mit Salpetersdure bei 100° fiihrte ich so aus, dats 
ich 5,0 cem Serum bzw. Plasma in einem Jenaer 50-cem-Erlenme yer-Kolb 
chen mit 0,3 cem der Silbernitratlésung versetzte, umschiittelte und zum 
ausgefallenen Brei portionsweise 20cem der mit Silbernitrat gesittigten 
roten, rauchenden Salpetersiure hinzugab. Darauf wurde das Kélbchen 
fiir 2 Stunden in ein siedendes Wasserbad unterm Abzug getan. Eine der- 
artige Veraschung erfordert nicht mehr als 15 Minuten Arbeitszeit. Die 
weitere Aufarbeitung? nahm ich dann nach mehrstiindigem Stehenlassen 
des Niederschlags im Dunkeln so vor, wie ich das in der Ausfiihrung der 
Brombestimmung, Punkt b), ¢) und d) angegeben habe. 


Die Bestimmung von Brom in Serum und Plasma 1laBt sich so 
mittels einer sehr einfachen Apparatur innerhalb der sehr kurzen 
Arbeitszeit von etwas mehr als 1 Stunde durchfiihren. Fiir eine Analyse 
geniigen auch schon 3 cem Serum oder Plasma vollkommen. 


' Siehe hierzu Chlorbestimmung in Serum, Blut und Organen nach 


v. Slyke, Hoppe-Seyler u. Thierfelder, 8. 666. — * Ausgefallene Kristalle 
organischer Verbindungen, die sich manchmal bei langerem Stehen des 
Koélbchens im Dunkeln bilden, st6éren nicht, da sie sich in Wasser lésen. 
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Die Frage, warum wohl bei Serum und Plasma, nicht aber bei Blut 
eine vollige Erfassung des gesamten Broms durch eine offene Salpeter- 
siureveraschung méglich ist, habe ich bisher noch nicht klaren kénnen. 
Da ich bei Analysen mit verschieden groBen Blutmengen iiberein- 
stimmende y-°%,-Werte erhielt und zugesetzte K Br-Mengen wieder- 
finden konnte, liegen hier die Verhaltnisse vermutlich so, daB bei einer 
offenen Salpetersiureveraschung wohl das anorganische, nicht aber 
das organische Blutbrom erfaBt wird. Demnach ware im Serum und 
Plasma nur anorganisches, im Blute aber auch etwas organisches Brom 
vorhanden. Uber diese Untersuchungen will ich spater berichten. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde eine Methode beschrieben, die die Frage der richtigen 
Blutbromwerte auf eine einwandfreie Weise zu klaren gestattete. Die 
Veraschung des Blutes wird nach Carius im Bombenrohr mittels roter, 
rauchender Salpetersaure bei Gegenwart von Silbernitrat vorgenommen. 
Nach Trennung vom sauren Veraschungsmedium werden die aus- 
gefallenen schwer léslichen Silberhalogenide mittels Zink in die leicht 
léslichen Zinkhalogenide iibergefiihrt. Die Bromide werden zu Bro- 
maten oxydiert und jodometrisch bestimmt. 

2. Der Bromgehalt des menschlichen Blutes liegt bei 0,2 bis 
0,4 mg-%. 

3. Es wurde ein Verfahren angegeben, das zur Bestimmung von 
Brom in Serum und Plasma die sehr kurze Arbeitszeit von etwas iiber 
1 Stunde fiir eine Analyse erfordert. Die Zerstérung der organischen 
Substanz wird hierbei durch eine offene Salpetersiureveraschung aus- 
gefiihrt und die Aufarbeitung ebenso vorgenommen wie oben angegeben. 








Der Einflu6 des Harnstoffs auf die Hydratation von Eiweib. 
Von 
Fritz Heim. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Marburg.) 


(Eingegangen am 1. April 1937.) 


Einleitung und Fragestellung. 


ee 


In einem Ubersichtsreferat ,,Zur Pharmakologie des Harnstoffs be- 
richtet M. Baur (Marburg) iiber die permeabilitatssteigernde Wirkung 
dieses Koérpers. Seine Untersuchungen wurden sowohl am Ganztier als 
auch an verschiedenen isolierten Organen ausgefiihrt. Injektions- und 
Ausscheidungsversuche am Ganztier ergaben unter Harnstoffzusatz eine 
intensivere Speicherung und andererseits eine raschere Ausscheidung von 
Farbstoffen. Wie Untersuchungen am Mondschen Froschdarmdurch- 
stro6mungspraparat erkennen lieBen, ist die Resorption von Farbstoffen aus 
dem Darminnern unter Harnstoffzusatz beschleunigt und erhéht. Farb- 
stoffe, die unter normalen Bedingungen unresorbiert bleiben, treten bei 
Gegenwart von Harnstoff in der Durchstr6mungsl6ésung aus dem Darm- 
innern in diese iiber. Auch die Diffusion von Farbstoffen durch die Frosch- 
haut wird durch Harnstoff begiinstigt. Spatere Untersuchungen von 
Reich (1) am arbeitenden Froschgastrocnemius zeigten, da Harnstoff auch 
am Muskelgewebe Permeabilitatséanderungen bewirkt, die sich in einer 
schnellen und ausgiebigen Wegdiffusion ‘der Saéureprodukte des Muskels 
auBern. Von Frommhold (2) wurde fiir die durchstrémte isolierte Froschniere 
eine erhéhte Durchlassigkeit von Farbstoffen in Gegenwart von Harnstoff 
nachgewiesen. Fatheuer (3) hat nun darauf hingewiesen, daB die fiir die 
verschiedenen Gewebsarten nachgewiesene erhéhte Permeabilitat fiir Farb- 
stoffe in Gegenwart von Harnstoff weder mit der Molekulargr6Be noch mit 
der elektrischen Ladung oder Lipoidléslichkeit der in den Versuchen ver- 
wendeten Farbstoffe in Zusammenhang gebracht werden kann. Dagegen 
besteht eine gewisse Parallelitét zwischen der am biologischen Substrat 
beobachteten Harnstoffwirkung und der Diffusionsbeschleunigung, die Farb- 
stoffe durch Harnstoffzusatz in Gelatinegallerte erfahren. Auch Bechhold 
und Ziegler (4) haben die Beobachtung gemacht, da Harnstoff die Durch- 
lassigkeit der Gelatine fiir Elektrolyte und Nichtelektrolyte erhéht, dah 
er weiterhin die Gelatinierungstemperatur erniedrigt und die Gelatinierungs- 
geschwindigkeit der Gelatine stark verlangsamt. Bechhold (4) kommt daher 
zu der Annahme, da®B der Harnstoff die Quellung der Gelatine begiinstigt. 
DaB quellungsbegiinstigende Stoffe eine Diffusionsbeschleunigung bewirken, 
geht aus den bekannten Untersuchungen von Hofmeister und seinen Schiilern, 
Bechhold und Ziegler, hervor. Da®B wiederum eine weitgehende Parallelitat 
besteht zwischen Diffusions- und Resorptionsgeschwindigkeit, wurde durch 
Untersuchungen von Héber (5) und G. B. Wallace (6) bewiesen. 


Der Stoffaustausch zwischen der Zelle und ihrer Umgebung, also 
auch die Permeabilitat, ist in allererster Linie abhingig von der Natur 


' Verh. d. Deutsch. pharm. Ges. 1932. 
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der Zellmembran oder besser der Plasmagrenzschicht. Da eine feste 
Vorstellung von der Natur dieses Gebildes nicht existiert, so kénnen 
wir uns die Plasmagrenzschicht im einfachsten Falle vorstellen als 
kolloidale Emulsion aus Lipoiden und EiweiBkérpern, Wasser und 
gelésten Stoffen als Dispersionsmittel. Die kolloidalen festen Stoffe 
dieses Emulsionsgebildes befinden sich fast alle in einem Zustand der 
Quellung, der von der Natur des sie umspiilenden Dispersionsmittels 
abhangig ist. Es ist durch zahlreiche Untersuchungen erwiesen, da} 
im Dispersionsmittel vorhandene geléste Stoffe durch Anderung des 
kolloidalen Zustandes in der Plasmagrenzschicht auch eine Anderung 
in der Durchlassigkeit dieser Schicht hervorrufen kénnen. 

Es ware nun nachzuweisen, ob die Gegenwart von Harnstoff eine 
Anderung des kolloidalen Zustandes der in der Plasmagrenzschicht vor- 
handenen kolloidalen Stoffe hervorzurufen imstande ist, die als Ursache 
einer Permeabilitatssteigerung gedeutet werden darf. Ich habe daher 
derartige Untersuchungen an EiweiSkérpern, deren Vorhandensein in 
der Plasmagrenzschicht wohl als sicher angesehen werden kann, unter- 
nommen. 

Den Vorgang, daf ein festes Gel Wasser aufnimmt, bezeichnet man 
als Quellung. Es zeichnen sich nun manche Kolloide durch eine un- 
begrenzte Quellbarkeit aus, d. h. sie gehen aus dem Gelzustand durch 
Wasseraufnahme in den gallertartigen Zustand und weiter in Lésung 
iiber. Gallerte unterscheiden sich also nur quantitativ, nicht dem Wesen 
nach, von den sogenannten echten kolloidalen Losungen; denn es handelt 
sich auch bei kolloidalen Lésungen um stark hydratisierte, d. h. stark 
gequollene EiweiBkomplexe. Wir kennen nun eine Reihe von Stoffen 
und physikalischen Einfliissen, die durch Wasserentzug den Lésungs- 
zustand eines Kolloids verandern. Nimmt man an, daB durch Harnstoff 
die Wasseraufnahme bzw. Wasserbindung, also Quellung und Hydrata- 
tion von EiweiBkérpern, begiinstigt wird, so miiBte der Grad der 
Zustandsanderung, den das Kolloid vor und in Gegenwart von Harnstoff 
bei Einwirkung von wasserentziehenden Mitteln und Einfliissen erfahrt, 
ein Ma sein fiir die GréBe der durch Harnstoff verursachten Wasser- 
aufnahme und Wasserbindung durch das Kolloid. 


Versuche. 

Nach der Hojfmeisterschen Theorie beruht die Aussalzung der 
EiweiBkorper, wenigstens zum Teil, auf der wasserentziehenden Wirkung 
der Neutralsalze. Diese Neutralsalzwirkung wurde an _ Fibrinogen- 
lésungen ohne und mit Harnstoffzusatz untersucht. 

Die zu meinen Versuchen benutzten Fibrinogenlésungen wurden 


folgendermaBen hergestellt: Schweineoxalatplasma wurde durch Zusatz 
verdiinnter Essigséure neutralisiert und durch Halbsattigung mit gesattigter 
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NaCl-Lésung das Fibrinogen niedergeschlagen. Der aus dem Serum ent- 
fernte Fibrinogenklumpen wurde durch vorsichtiges Auspressen und mehr- 
maliges Waschen mit destilliertem Wasser von Serum und Kochsalz weit- 
gehend befreit. Daraufhin wurde der Fibrinogenklumpen in schwach 
alkalischer physiologischer NaCl-Lésung gelést, und zwar so, daB eine 
gesattigte Fibrinogenlésung entstand. Da diese gesattigte Fibrinogenlésung 
in den Versuchen durch Zusatz physiologischer NaCl-Lésung meist noch 
weitgehend verdiinnt wurde, so entsprach der NaCl-Gehalt praktisch dem 
der physiologischen NaCl-Lésung. 

In der ersten Versuchsreihe wurde die Menge 24 °,iger NaCl-Lésung 
bestimmt, die, einer Fibrinogenlosung tropfenweise zugesetzt, eben nétig 
ist, um eine Triibung der Lésung hervorzurufen. Wurde nun der 
gleichen Fibrinogenlésung Harnstoff in steigenden Konzentrationen von 
m/1000 bis m/1 zugesetzt, so sind, wie aus Tabelle I zu ersehen ist, zur 
Erzeugung einer Triibung in Fibrinogenlésungen, die Harnstoff in 
m/1000 bis m/8 Konzentration enthalten, die gleichen Mengen 24 °,,iger 
NaCl-Lésung nétig wie in harnstofffreier Fibrinogenlésung. In m 4 
bis m/1 Harnstoff-Fibrinogenlésungen dagegen miissen entsprechend 
gréBere Mengen gesattigter NaCl-Lésung zugesetzt werden, um eben 
eine Triibung zu erzeugen. Aus dieser Versuchsreihe ist weiter zu er- 
sehen, daB die Starke der durch Zusatz einer bestimmten gleichen NaCl- 
Menge erzielten Triibung bzw. Flockung der jeweiligen Harnstoff- 
konzentration umgekehrt proportional ist. In Gegenwart von Harnstoff 
in einem EiweiBsol ist also die Hydratation gréBer als in harnstoff- 
freier Lésung. 


Eine weitere Méglichkeit zur Bestimmung der in Gegenwart von 
Harnstoff erhéhten Hydratation von EiweiBlésungen bietet die Tatsache, 
daB die EiweiBkérper in ihrem isoelektrischen Punkt ein Stabilitats- 
minimum aufweisen und manche, wie z. B. das, Fibrinogen, in ihrem 
isoelektrischen Punkt koagulieren, d.h. aus dem Solzustand in den 
Gelzustand iibergehen. Stellt man sich durch Zusatz von n Essigsaure 
in verschiedenen Konzentrationen zu gleichen Mengen einer Fibrinogen- 
lésung eine Triibungsreihe von wechselndem pu her, so wird in mehreren 
Reagensglisern der Reihe eine Triibung auftreten, die bei einem be- 
stimmten px — dem isoelektrischen Punkt des Fibrinogens — am 
starksten ist. Stellt man sich aber die gleiche Triibungsreihe unter 
Zusatz von m/1 Harnstoff her, so tritt im isoelektrischen Punkt des 
Fibrinogens eine soeben noch sichtbare Triibung auf, wahrend die 
iibrigen Glaschen der Reihe vollkommen ungetriibt bleiben. In der 
Versuchsreihe der Tabelle II ohne Harnstoffzusatz lag das Triibungs- 
maximum bei einem px von 4,51; mit Harnstoffzusatz war beim 
pu = 4,32 und pu = 4,66 eine soeben noch sichtbare Triibung fest- 
zustellen. Nimmt man aus diesen beiden pxu-Werten das Mittel, so liegt 
auch in der Reihe mit Harnstoffzusatz das Triibungsmaximum, also 
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der isoelektrische Punkt des Fibrinogens, bei einem pu von 4,5. Es 
ergibt sich also: 1. Durch Harnstoff wird der py-Wert des Triibungs- 
optimums des Fibrinogens nicht verschoben, wie dies z. B. von Michaelis 
fiir Neutralsalze, die in merklicher Menge von EiweiBionen gebunden 
werden, nachgewiesen worden ist. Eine durch Harnstoff verursachte 
Ladungsainderung des Fibrinogens ist daher auszuschlieBen. Wenn 
2. weiterhin Harnstoff auch im isoelektrischen Punkt die Stabilitat des 
Fibrinogens erhéht, so ist daraus zu schlieBen, daB die Hydratation 
auch isoelektrischen EiweiBes durch Harnstoff gesteigert werden kann 

Ein weiterer Beweis fiir die LéslichkeitserhGhung durch Harnstoff 
ist die Tatsache, daf das im Bereich des isoelektrischen Punktes aus- 
geflockte Fibrinogen durch nachtraglichen Zusatz von Harnstoff wieder 
in Lésung gebracht werden kann. Tabelle IIT bringt eine Versuchsreihe, 
aus der zu ersehen ist, da} die im weiteren Bereich des isoelektrischen 
Punktes erfolgte Triibung der Lésungen auf Zusatz von Harnstoff 
wieder verschwindet. Da durch Harnstoffzusitze eine Erhéhung der 
EiweiBionisation nicht erfolgen kann, so ist dieser Befund nur so zu er- 
klaren, da®B durch erhéhte Wasseraufnahme bei Anwesenheit von Harn- 
stoff die Léslichkeit des isoelektrischen Eiweifes gesteigert, d.h. die 
Molkohasion gelockert wird, und eine Zerteilung der Substanz im 
Lésungsmittel auftritt. 

Bekanntlich werden nicht alle EiweiBk6rper in ihrem isoelektrischen 
Punkt ausgeflockt, doch besitzen, wie Pauli (7) an 1°,iger Gelatine- 
lésung erstmalig nachwies, diese Eiwei®k6rper im isoelektrischen Punkt 
ein Minimum der Stabilitat gegen Alkoholfallung. Setzt man eine 
Reihe Pufferl6sungen von verschiedenem px an und bringt in jedes 
Reagensglas dieser Reihe zur gleichen Menge der Pufferlésung eine 
bestimmte Menge Gelatinelésung und gibt nachher in alle Reagens- 
gliser die gleiche Anzahl cem 96 °,igen Alkohols, so wird im isoelektri- 
schen Punkt der Gelatine die Alkoholfaillung am starksten sein. Hat 
man dagegen in einer Triibungsreihe zu saimtlichen Reagensglasern 
Harnstoff zugesetzt, so tritt beim Zugeben genau der gleichen Menge 
96°,igen Alkohols in keinem der Reagensgliser eine Triibung auf. 
Steigert man die Alkoholmenge, so erreicht man bei einer bestimmten 
Alkoholkonzentration wiederum eine Triibung, die ihr Maximum im 
isoelektrischen Punkt der Gelatine hat. Aus einem derartigen Versuch 
(Tabelle IV) geht hervor, daB Harnstoffzusatz den isoelektrischen 
Punkt auch der Gelatine nicht verschiebt, aber dem dehydratisierenden 
EinfluB des Alkohols auf Gelatine entgegenwirkt. DaBb die Beeinflussung 
der Hydratation von Gelatine durch Harnstoff ein durchaus reversibler 
Vorgang ist, daB die Harnstoffwirkung also weder durch eine feste 
Bindung des Harnstoffmolekiils an das EiweiBmolekiil noch durch eine 
Verainderung im EiweiSmolekiil selbst zu erkliren ist, geht daraus 





Tribungsreihe ohne Harnstoffzusatz. 
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hervor, daB in einer mit Harnstoff versetzten 0,25 %,igen Gelatinelésung 
vom pu 5 (Acetatpuffer) nach Entfernung des Harnstoffs durch 
15stiindige Dialyse gegen Acetatpufferlésung vom px = 5 die zur Er- 
zeugung einer Triibung nétige Menge 96% igen Alkohols wieder genau 
der Alkoholmenge entsprach, mit der in der harnstofffreien Gelatine- 
lésung eine gleich starke Triibung hervorgerufen werden konnte. 

Nach Paulis (8) Ansicht stellt die Viskositaét einen Ausdruck der 
Hydratation dar, und zwar wird die hohe innere Reibung, z. B. von 
verdiinnten EiweiSlé6sungen, durch die starke Volumenbeanspruchung 
der hydratisierten Teilchen gedeutet. Zusiatze, die die Hydratation von 
EiweiBlésungen erhéhen, fiihren nach seiner Meinung zu einer Steigerung 
der Viskositaét: Zusatze, die die Hydratation von Eiweif erniedrigen, 
rufen eine Erniedrigung der Viskositaét hervor. Von mir durchgefiihrte 
viskosimetrische Bestimmungen von Fibrinogenlésungen im_ Viskosi- 
meter nach W. Ostwald haben ergeben, daB die relative Viskositat von 
Fibrinogen — bezogen auf die Viskositét des reinen Lésungsmittels — 
bei alkalischer Reaktion durch Harnstoffzusatz erhoht wird (Tabelle V). 
Wie aus der gleichen Tabelle weiter zu ersehen ist, wird auch die Visko- 
sitat einer 3°,igen sauren Gelatinelésung durch Harnstoffzusatz be- 
deutend erhéht. Auch diese Befunde sprechen wieder ganz im Sinne 
einer Erhéhung der Hydratation von EiweiSsolen durch Harnstoff. 


Tabelle V. Viskositatserhéhung von Fibrinogen- und Gelatine- 
lésungen durch Harnstoffzusatz. 





Relativer Viskositatskoeffizient bei 35° C Differenz 
Reines Wasser . . Ba eho) coo er ae, a Sok 0.03 
1 mol. Harnstofflosung . Sate Pas) Fee ee ORE ee Oe ’ 
FibvinogeniGsang Ga == 981)... 2. 6 ik yp we? |) 0.09 
1 mol. ree Se kane et Sing SRS ? 
3%ige Gelatinelésung (pq = 2,5)... 2... 2 y = 2,75 | 0.30 
1 mol. Harnstoff in 3 %iger on oe) Wig: Se 8 i il 


In weiteren Untersuchungen wurde der EinfluB8 von Harnstoff 
auf den zeitlichen Ablauf der Blutgerinnung verfolgt. Der Gerinnungs- 
vorgang ist dadurch gekennzeichnet, daB unter der Einwirkung des 
Thrombinferments aus Fibrinogen Fibrin entsteht, das eine Gallerte 
bildet, die zwischen ihrem Netzwerk Serum und Blutkérperchen fest- 
halt. Neben der Umwandlung (Denaturierung) des Fibrinogens in 
Fibrin spielt sich also bei der Gerinnung ein zweiter Vorgang ab, namlich 
die Uberfiihrung eines Eiwei8kérpers aus dem Sol- in den Gelzustand, 
ein Vorgang, der bekanntlich auf einer Dehydratation beruht. Die 
Gerinnbarkeit von Oxalatplasma mittels Recalcifizierung wird durch 
hohe Harnstoffkonzentrationen véllig aufgehoben. Bei Zusatz mittlerer 
Harnstoffkonzentrationen wird der Eintritt der Gerinnung verzégert. 
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durch kleine Harnstoffkonzentrationen bleibt die Gerinnungszeit un- 
beeinfluBt. Diese Befunde lassen sich damit erklaren, daB die ent- 
quellende, denaturierende Einwirkung des Thrombinferments auf das 
Fibrinogen durch die Gegenwart des die Hydratation begiinstigenden 
Harnstoffs aufgehoben hzw. verzégert und abgeschwacht wird. Die 
Aufhebung der Gerinnbarkeit des Blutes durch hohe Harnstoffkonzentra- 
tionen ist ein vdéllig reversibler ProzeB. Dialysiert man durch Zusatz 
vréBerer Harnstoffmengen ungerinnbar gemachtes Oxalatplasma lingere 
Zeit gegen physiologische NaCl-Lésung, so zeigt diese Plasmalésung 
schon nach sechsstiindiger Dialyse auf Zusatz von CaCl, hin eine gegen- 
iiber der Gerinnungszeit von normalem, harnstofffreiem Plasma bereits 
nicht mehr verzégerte Gerinnung (Tabelle VI). Zum gleichen Ergebnis 
fiihrt eine Versuchsanordnung, in der einer durch Zusatz hoher Harnstoff- 
konzentrationen ungerinnbar gemachten Plasmalésung bereits vor 
Beginn der Dialyse CaCl, zugesetzt wurde. Schon nach vierstiindiger 
Dialyse gegen physiologische NaCl-Lésung, der, um ein Herausdiffun- 
dieren von CaCl, zu vermeiden, CaCl, in gleicher Konzentration zu- 
gesetzt wurde wie der Innenfliissigkeit, war aus der Plasmalésung soviel 
Harnstoff herausdiffundiert, daB sie zur festen Gallerte geronnen war. 
Eine Kontrollésung, die gegen physiologische NaCl-Lésung dialysiert 
wurde, der neben CaCl, Harnstoff in der gleichen Konzentration zu- 
gesetzt wurde wie der Plasmalésung, blieb waihrend der Beobachtungs- 
dauer von 24 Stunden ungeronnen (Tabelle VIa). 


Schlubfolgerungen. 


Es ergibt sich also in allen Versuchen als Grundwirkung des Harnstoffs 
eine Erhéhung der Wasseraufnahme und Wasserbindung von Eiweib, also 
eine Zunahme der Hydratation in Gegenwart von Harnstoff. Unter Hydra- 
tation wird allgemein die Bindung von Wasser an einen Stoff in irgendeiner 
Form verstanden. Wahrend die Ionenhydratation weitgehend untersucht 
und erklart ist, ist iiber die Hydratation neutraler Molekiile noch sehr 
wenig bekannt. Wenn wir uns eine Vorstellung von der Hydratations- 
erhéhung durch Harnstoff machen wollen, miissen wir von der Tatsache 
ausgehen, daB vor allem stark polare Atomgruppen, wie z. B. —O- und 
—NH,-Gruppen, mit Wassermolekiilen in elektrostatische Wechsel- 
wirkung zu treten besonders befahigt sind. Man kénnte daran denken, 
daB diese polaren Gruppen unmittelbar als Hydratationszentren zur 
Geltung kommen. Wahrscheinlicher ist jedoch, daf diese Gruppen, 
falls sie im Molekiil mit Kohlenstoff verbunden sind, diesen carbonium- 
artig positivieren und nun die Hydratation am negativen Dipol des 
Wassers angreifend erfolgt. Diese Annahme erklart die hohe Hydrata- 
tion des Harnstoffmolekiils. Pauli (9) hat darauf aufmerksam gemacht, 
daB diese Vorstellung auch zur Erklirung der Hydratation der Peptid- 
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gruppen im Eiweifmolekii! herangezogen werden muB. Wenn wir nun 
weiterhin annehmen, da infolge ihres hohen Dipolmoments Harnstoff- 
molekiil und Peptidgruppe in elektrostatische Wechselwirkung zu- 
einander zu treten besonders befahigt sein werden, daB also die hydra- 
tisierten Harnstoffmolekiile den Peptidgruppen des EiweiBmolekiils sich 
elektrostatisch anzulagern bestrebt sein werden, so wiirde diese Vor- 
stellung uns die bedeutende Erhéhung der Hydratation, die die Eiweib- 
molekiile in Gegenwart von Harnstoff erfahren, weitgehend erklaren. 
Daf die Harnstoffmolekiile eine auberst lockere Bindung mit den 
polaren Gruppen der EiweiBmolekiile eingehen, geht aus der hohen 
Reversibilitat des Vorgangs hervor. Nach der Auffassung von Pauli (9) 
wird im isoelektrischen Eiweif die eine Halfte der Wasserbindung der 
Hydratation des Zwitterions, die andere Halfte der Peptidgruppe zuzu- 
schreiben sein. Meine Beobachtung, daB Harnstoff die Hydratation 
isoelektrischen Fibrinogens und isoelektrischer Gelatine erhéht, den 
isoelektrischen Punkt dagegen nicht verandert, legt die Vermutung 
nahe, dafi§ die Hydratationssteigerung durch Harnstoff einer Erhéhung 
der Hydratation der Peptidgruppen zuzuschreiben ist, da die Lonisation 
von EiweiB durch Harnstoffzusatz nicht beeinfluBt wird. 

Auf Grund des bisher Gesagten laBt sich tiber die besprochene 
permeabilitatssteigernde Wirkung des Harnstoffs folgende Vorstellung 
entwickeln: In Gegenwart von Harnstoff wird die Wasseraufnahme 
und Wasserbindung der die Zellgrenzschicht bildenden Kolloide 
begiinstigt. Die Kolloide geraten dadurch in den Zustand erhéhter 
Quellung und erhédhter Léslichkeit, als deren Folge eine Auflockerung 
und erhéhte Durchlassigkeit der Plasmagrenzschicht angesehen werden 
kann. Fiir diese Vorstellung spricht weiterhin die Erfahrung, die 
Baur in seinen Versuchen haufig machen konnte, da namlich die 
permeabilitatssteigernde Wirkung des Harnstoffs in reversibler Weise 
durch Narkotica aufgehoben werden kann. Beobachtungen von Koch- 
mann (10), daB Narkotica eine Entquellung verursachen und durch 
Schrumpfung und damit Abdichtung eine Verminderung der Per- 
meabilitat hervorrufen, wiirden also gut mit unserer Annahme tberein- 
stimmen, daB Harnstoff entgegen der Wirkung der Narkotica eine 
Permeabilitatssteigerung der Zellgrenzschicht hervorruft. 

In diesem Zusammenhang gewinnt die pathologische Anhaufung von 
Harnstoff im Organismus bei der Uramie erhéhte Bedeutung. Nach Volhard 
und Becher wird die Schwere des uramischen Zustands weitgehend bestimmt 
durch die Menge der im Blute und Gewebe vorhandenen Phenolsubstanzen 
und aromatischen Oxysauren, als deren alleiniger Ursprungsort, auch bei 
der Uramie, der Darm angesehen wird. Es liegt nun nahe anzunehmen, dab 
die Anwesenheit pathologisch hoher Harnstoffkonzentrationen im Organismus 
die Permeabilitat aller Gewebs- und Zellarten so steigert, daB nicht allein 
eine erhéhte Resorption von Giftstoffen aus dem Darm, sondern auch das 
Eindringen von Giftstoffen in Organzellen dadurch erméglicht werden. 


Biochemische Zeitschrift Band 291. 7 








QR F. Heim. 


Zusammenfassung. 


Zur Erklarung der von Baur im Tierexperiment gefundenen erhéhten 
Permeabilitat verschiedener Gewebsarten in Gegenwart von Harnstoff 
wird der Einflu8 von Harnstoff auf die Hydratation von Eiwei®B unter- 
sucht. Es wird gezeigt, dal die Hydratation von Fibrinogen und Ge- 
latine durch Harnstoff gesteigert wird und eine Vorstellung vom Wesen 
dieser gesteigerten EiweiBhydratation entwickelt. SchlieBlich wird auf 
die Bedeutung dieser Versuche hinsichtlich des Uramieproblems hin- 
gewiesen. 


Literatur. 


1) Reich, Inaug.-Diss. Marburg 1935. — 2) Frommhold, ebenda 1934. — 
3) Fatheuer, ebenda 1933. — 4) Bechhold u. Ziegler, Zeitschr. f. physik. Chem. 
56, 1906. — 5) Hober, Pflugers Arch. 70, 624, 1898; 74, 246, 1899. 
6) Wallace u. Cushny, Amer. J. of Physiol. 1, 411; Pfliigers Arch. 77, 202, 


1899. — 7) W. Pauli in Pauli-Valko, ,,EiweiBkérper**, 1933, S. 83. 
8) Derselbe, ebenda 1933, S. 258 u. 245. — 9) Derselbe, ebenda 1933, S. 157, 


158, 167 u. 168. —- 10) Kochmann, diese Zeitschr. 136, 49, 1923. 








et om SN 


V 








Uber den Einflub& 
von schwerem Wasser auf die Harnstoffspaltung durch Urease. 


Von 
W. Brandt. 
(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitat 
Breslau.) 
(Eingegangen am 6. April 1937.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


In einer Reihe von Versuchen der verschiedensten Autoren ist 
wahrend der letzten Jahre versucht worden, in den Mechanismus der 
Harnstoffspaltung durch Urease Klarheit zu bringen. Besonders hat 
man sich bemiht, die wahrend dieser Spaltung des Harnstoffs zu 
Kohlenséure und Ammoniak auftretenden Intermediirprodukte zu 
fassen und die Geschwindigkeit ihres Auftretens und Zerfalls zu ver- 
folgen. Aus den Versuchen von Fearon (3) (4) (5) wissen wir, daB 
Cyansaure und carbaminsaures Ammonium als Zwischenprodukte auf- 
treten. Cyansaéure wurde von Fearon bei der Harnstoffspaltung durch 
Urease mittels Semicarbazid als Hydrazodicarbonamid, NH, .CO.NH 
.NH.CO.NH,, Schmelzp. 245°, isoliert. Sumner (6), welcher an- 
fanglich die Versuche Fearons nicht bestatigen konnte, kam spater in 
Versuchen mit Hand (7) zu denselben Ergebnissen wie Fearon und fand, 
daB neben der Cyansaéure auch Carbamat entsteht, welches zu Ammon- 
carbonat hydrolysiert wird. (Das Carbamat wurde bei niedriger Tem- 
peratur nachgewiesen, wo sein Zerfall verlangsamt ist.) 

Nach diesen Befunden stellt man sich den Abbau des Harnstoffs 
unter Einwirkung der Urease am plausibelsten nach der von Fearon 
vertretenen Ansicht vor: 


4 __-NH, H,O : NH, Il no 
NH C<on’ 7 > Ns + CO<64’ > HCNO+ H,0. 
I 
v 
NH; + CO, 


Es besteht bis jetzt bei den verschiedenen Untersuchern keine 
Klarheit dariiber, in welcher Weise das Ferment in den Proze8 eingreift, 
welche der bekannten Zwischenstufen auf die Einwirkung des Ferments 
zurtickzufiihren und welche sekundire Zerfallsprodukte sind, und welche 
Teilreaktion geschwindigkeitsbestimmend fiir die Harnstoffspaltung ist. 
Um Einblicke in diese Verhaltnisse zu gewinnen, wurde einmal die 
Harnstoffspaltung durch Urease in gewoéhnlichem und in schwerem 
Wasser untersucht, andererseits wurde festgestellt, wie die Umwandlung 
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von carbaminsaurem Ammoniun. und Ammoncyanat mit und ohne 
Gegenwart von Urease in gewohnlichem und in schwerem Wasser 
verlauft. 


Die Versuchsanordnung war dabei folgende: In 1 cem Wasser wurden 
25mg Harnstoff bzw. die ihm aquivalente 1'/,fache Menge von Ammon- 
cyanat (= 50,7 mg KCNO + 33,4mg NH,Cl) bzw. die ihm aquivalente 
Menge Ammoncarbamat (= 32,5 mg) gelést, zum Teil mit 0,1 cem einer 
Ureasel6sung stets gleichbleibenii. Fermentgehalts versetzt, zum Teil 
ohne Ureaselésung belassen und i: einen Thermostaten von 25° gebracht. 

In Abstunden von Stunden wurde das gebildete 
ath ERGRAR Ramet oe Ammoniak bzw. der verbliebene oder der neu 
gebildete Harnstoff gemessen. Der Harnstoff 
wurde teils mit Xanthydrol gefallt und als Di- 
xanthylharnstoff gewogen, teils kolorimetrisch 
nach einer von mir ausgearbeiteten Mikro- 
methode (2) bestimmt. (Beide Methoden ergaben 
iibereinstimmende Resultate.) Das _ gebildete 
Ammoniak wurde aus den Reaktionslésungen, 
die sich in 100 cem-Kjeldahl-Kolben befanden, 
mit einem Stickstoffstrom (1 Stunde lang bei 25°) 
in eine Vorlage von 20cem n/20 H,SO, iiber- 
getrieben und dort titrimetrisch bestimmt. Die 
Ureaselésung wurde bereitet, indem 2g Soja- 
bohnenmehl (Merck) in 10 cem dest. Wasser gut 
verriihrt 1'/, Stunden bei Zimmertemperatur 
stehe blieben und alsdann zentrifugiert wurden. 
Man erhalt so eine opaleszente Lésung, deren 
mye Enzymgehalt gleich bleibt, wenn die Lésung zu 
x 10 55t2 jedem Versuch unter den gleichen Bedingungen 
Abb. 1. 25mg Harnstoff frisch bereitet sofort verwandt wird. 
+ a) leem HO + 0,1 cem 


Ureaseliésung bei 22°. : ~ =e 
+ b) pe “a9 0.1 com verwandt (100g enthielten 99,5 g D,O). Seine 


Ureaselisung bei 22°. Reinigung geschah folgendermaBen: 15 ccm 

schweres Wasser wurden mit 150mg KMnO, 

und’ 50 mg Na,O, in einer zugeschmolzenen Ampulle 1 Stunde lang auf 

150° (bei 5atii) erhitzt. Das Wasser wurde alsdann dreimal sorgfaltig 
destilliert. 


Als schweres Wasser wurde das norwegische 


In friiheren Versuchen (1) war vom Verfasser die Harnstoffspaltung 
in H,O und D,O bei verschiedenen Temperaturen verglichen worden. 
Dort ergab sich, daB die Unterschiede in der Spaltungsgeschwindigkeit 
bei 38° und 8° wohl nachweisbar, aber gering waren, wahrend sich bei 22° 
die gréBten Differenzen zwischen beiden Wasserisotopen zeigten. Die 
folgenden Versuche mit den Spaltungsprodukten des Harnstojfs — dem 
Ammoncarbamat und dem Ammoncyanat — wurden bei 25° durch- 
gefiihrt. Die Versuchsergebnisse kénnen trotz der etwas hdheren 
Temperatur mit dem Bild der Harnstoffspaltung bei 22° (siehe Abb. 1) 
verglichen werden, da durch Extrapolation festgestellt wurde, dab der 
Verlauf der Kurven in Abb. 1 sich bei 25° nur wenig gegeniiber dem 
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Verlauf bei 22° verschieben wiirde. Das pu der Harnstofflésungen ohne 
Urease betrug sofort nach dem Ansatz 7,07, mit Urease 8,10. 

Die Ergebnisse der Versuche mit en Spaltprodukten des Harnstoffs 
waren folgende: 

1. Ammoncarbamat zersetzt sich unter den gegebenen Versuchs- 
bedingungen bei 25° (32,5 mg in 1 cem Wasser) éuBerst schnell, und zwar 
gleic’.ziiltig, ob es in H,O oder in 
D,O ob es mit oder ohne Ureasezu- 
satz gelést war. Schon nach | Stunde 


gebildetes NA; 









ohne Urease 0 0. 
a ere a | 
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Abb. 2. Abb. 3. 
51,0 mg KCNO + 33,4 mg 51,0 mg KCNO + 33,4 mg 
NH,Cl NH,Cl 


+ a) leem H,0 + 0,1 eem 
Ureaselisung; 
b) 1 ecm H20O (ohne Ure- 
aseliisung): 
¢) leem D.O + 0,1 eem 
Ureaselisung ; 
+ d) Leem D,0O (ohne Ure- 
aselisung) 


+ 


+ a) leem H,O + 0,1 cem 

Ureaselisung ; 

b) leem H20 (ohne Ure- 
aselésung): 

¢) leem D,O + 
Ureaselisung 

d) leem DO (ohne Ure- 
aselisung) 


0,1 eem 


bei 259. bei 25°. 


betragt die frei gewordene N H,-Menge 10,5 bis 10,7 mg N Hg (theoretisch 
11,0 mg). Das pu einer frisch angesetzten Carbamatlésung ohne Urease 
betrug 9,93. 

2. Ammoncyanat wandelt sich a) ohne Urease mit merklicher Ge- 
schwindigkeit in Harnstoff um, und zwar haben sich in H,O nach 
16 Stunden etwa 17/37, in D,O nur 15/37 der theoretisch méglichen 
Harnstoffmenge (37,5 mg) gebildet (vgl. Abb. 2). Die nach 16 Stunden 
gebildete Ammoniakmenge ist nur minimal (vgl. Abb. 3); das Ammon- 
cyanat ist also unter den Versuchsbedingungen stabil und zersetzt sich 
praktisch nicht. Das px der Cyanatlésungen sofort nach dem Ansatz 
betrug 7,35. b) Mit Urease ist die Harnstoffsynthese aus Ammoncyanat 
wesentlich schwiicher als ohne diesen Zusatz, und zwar haben sich nach 
16 Stunden in H,O nur 4/37, in D,O dagegen 5/37 der theoretisch 
méglichen Harnstoffmenge gebildet (vgl. Abb. 2). Umgekehrt ist die 
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Ammoniakbildung in H,0O viel starker als in D,O (vgl. Abb. 3). Das py 
der Cyanatlésungen mit Ureasezusatz betrug sofort nach dem An- 
satz 7,49. 

Abb. 4 und 5 (aufgestellt an Hand der Versuchsergebnisse, welche 
in Abb. 2 niedergelegt sind) zeigen nochmals deutlich, wie stark sich die 
Harnstoffsynthese in H,O von der Synthese in D,O unterscheidet. Mit 
den beiden Abb. 4 und 5 sind die Abb. 6 und 7 zu vergleichen, die er- 
halten wurden, indem die NH,-Mengen der Abb.3 in aquivalenten 
Mengen Harnstoff ausgedriickt und zu den Werten fiir ungespaltenen 
Harnstoff hinzugezihlt wurden. Man sieht: Die Menge insgesamt 
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Abb. 4. Abb. 5. 
51,0mg KCNO + 33,4 mg 51,0mg KCNO + 33,4 mg 
NH,Cl NH,Cl 
1 ecm H, O (ohne Urease) + 1 eem D. O (ohne Urease) 
bei 25°. bei 25°. 


gebildeten Harnstoffs ist in Abb. 5 und 7 bzw. ip Abb. 4 und 6 annahernd 
gleich groB. Die Harnstoffsynthese verlauft also mit und ohne Urease 
in beiden Wasserisotopen gleich schnell. Ein Unterschied zwischen 
beiden Wasserisotopen besteht jedoch im Verhaltnis zwischen den 
Mengen gespaltenen und ungespaltenen Harnstoffs. Die Harnstoff- 
spaltung durch das Ferment Urease verlauft in H,O viel starker als 
in D,O. 

Soweit diese experimentellen Daten iiberhaupt Folgerungen zu- 
lassen, sind vielleicht folgende Schliisse erlaubt: 

1. Nimmt man an, daf bei der Harnstoffspaltung durch Urease 
Carbamat und Cyanat als Intermediirprodukte entstehen, so kann 
man fiir den verschieden schnellen Verlauf der Harnstoffspaltung in 
gewOhnlichem und in schwerem Wasser den verschieden schnellen 
Zerfall des Carbamats in beiden Wasserisotopen nicht verantwortlich 
machen, da Carbamat in H,O und D,O mit gleicher Geschwindigkeit 
und (bei der Versuchstemperatur von 25°) sehr schnell zerfallt. 











Harnstof 


ung 
es il 
eine 


danr 
strat 
oben 
stoff 





IH 


he 
lie 
lit 


en 


en 


nd 
use 
en, 
len 
ff. 


als 
Z\- 


ase 
nn 

in 
len 
ich 
ceit 








EinfluB von schwerem Wasser auf die Harnstoffspaltung durch Urease. 103 


2. Die gréBere Spaltungsgeschwindigkeit des Harnstoffs durch 
Urease in D,O kann auch nicht auf der schnelleren Resynthese in D,O 
beruhen, da im Gegenteil Cyanat in schwerem Wasser langsamer sich 
in Harnstoff umbildet als in gew6hnlichem Wasser. 

3. Der Umstand, daB ein Ammoncyanatansatz in gewéhnlichem 
Wasser viel mehr gespaltenen Harnstoff liefert als in schwerem Wasser, 
|aBt daran denken, es sei in D,O weniger die Resynthese des Harnstoffs 
aus dem Cyanat als der Umsatz des Ferments mit seinem Substrat 
gehemmt. Vergleicht man das Verhaltnis der dunklen zu der hellen 
Flache in Abb. 6 und 7, dann findet man, da in H,O das Verhaltnis 
ae aha ae 
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Abb. 6. Abb. 7. 
51,0mg KCNO + 33,4 mg 51,0 mg KCNO + 33,4 mg 
NH,Cl NH,Cl 
+ leem H,O + 0,1cem Ure- + leem D,O + 0,1 cem Ure- 
aselésung bei 25°. aselisung bei 25°. 


ungespaltener Harnstoff: gespaltener Harnstoff = 1: 3,8 ist, wahrend 
es in D,O 1: 1,6 betragt. FaBt man den ersten Angriff der Urease als 
einen Vorgang ahnlich dem einer Umesterung in folgendem Sinne auf: 


(I) (II) 
ie ee icatae » — co NHe ; 
Q) CH, +HO...Ferment — O = ( li + NH, 
+ H,0 


(iii) O-= C<oH + HO... Ferment, 


dann ist es verstandlich, daB der Umsatz des Ferments mit dem Sub- 
strat in H,O schneller verliuft als in D,O. Nach der Formulierung 
oben wiirde der Rest O-Ferment zwar eine gréBere Affinitaét zum Harn- 
stoffrest als die NH,-Gruppe haben, die sich bildende Verbindung (IT) 
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wiirde jedoch sehr schnell zu Carbaminsaure (IIT) zerfallen. Dieser Zerfal! 
wurde durch D+-Ionen schwacher katalysiert als durch H+-Ionen. 

4. Wie Abb. 1 zeigt, nahern sich die beiden Geschwindigkeitskurven 
der Harnstoffspaltung in H,O und D,O gegen Ende des Versuchs 
wieder einander. Dies ist vielleicht folgendermaBen zu erklaren: Gegen 
Ende des Versuchs hauft sich das Cyanat immer mehr an. Es zerfaillt 
nicht; das zeigt die geringe NH,-Bildung ohne Urease in Abb. 3. Im 
Gegenteil, das Cyanat wird zu Harnstoff resynthetisiert. Diese Re- 
synthese iiberwiegt zu Anfang des Versuchs den Carbamatzerfall. 
Gegen Ende des Versuchs wird jedoch das Verhaltnis zwischen dem 
Harnstoff, der zum Zerfall bereit steht, und dem sich anhaufenden 
Cyanat, immer ungiinstiger fiir den Harnstoff. Je weniger Harnstoff 
gegen Ende des Versuchs vorhanden ist, desto geringer sind die Umsatze 
zwischen Harnstoff und Ferment, desto geringer wirkt sich diese Umsatz- 
geschwindigkeit auf die Gesamtgeschwindigkeit des Harnstoffzersetzungs- 
prozesses aus, desto weniger machen sich die Unterschiede im katalyti- 
schen Verhalten der H*+- und Dt-lonen bemerkbar. Darum ist es ver- 
standlich, daB sich, sobald die gréBte Harnstoffmenge durch Urease 
umgesetzt ist, die Spaltungsgeschwindigkeiten in beiden Wasserisotopen 
immer mehr einander nahern miissen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird die Spaltungsgeschwindigkeit von Ammoncarbamat in 
gewohnlichem und in schwerem Wasser, mit und ohne Zusatz von 
Urease gemessen. 

2. Es wird die Spaltungsgeschwindigkeit und die Harnstoff- 
synthese in Lésungen von Ammoncyanat gemessen, die aus gewohn- 
lichem und aus schwerem Wasser, mit und ohne Zusatz von Urease 
bereitet worden waren. 

3. Es werden die Griinde diskutiert, warum Harnstoff bei Gegen- 
wart von Urease in gewéhnlichem Wasser schneller zerfallt als in 
schwerem Wasser. 

Literatur. 

1) Brandt, Klin. Wochenschr. 1987, 8S. 23. — 2) Derselbe, Mikrochemie 
(im Druck). — 3) Fearon, Biochem. J. 80, 1652, 1936. — 4) Derselbe, ebenda 
17, 84, 1923. — 5) Derselbe, J. of biol. Chem. 70, 785, 1926. — 6) Sumner, 
ebenda 68, 101, 1926. — 7) Swmner u. Hand, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 
27, 292, 1930. 
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Uber die Bildung von Histamin aus Histidin durch 
tierisches Gewebe’. 
Von 
E. Werle und H. Herrmann. 
(Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik der Medizinischen 
Akademie Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 8. April 1957.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Seitdem das Histamin von Ackermann und Kutscher (1) sowie von 
Barger und Dale (2) als Stoffwechselprodukt von Bakterien bzw. von 
Pflanzen nachgewiesen worden ist, ist die Frage nach der physiologischen 
Bedeutung dieses Stoffes Gegenstand ausgedehnter Untersuchungen 
geblieben. Zwar ist bis in die letzte Zeit das Vorkommen von Histamin 
in der gesunden tierischen Zelle bezweifelt worden, zuletzt von 
H. Burchard (3), welcher auf Grund einer kritischen Durchsicht der 
Histaminliteratur zu der Ansicht kommt, da das normale Vorkommen 
von Histamin im tierischen Organismus nicht erwiesen, und nur die 
gelegentliche Histaminbildung bei der Darmfaulnis wahrscheinlich sei, 
obwohl auch hierfiir der exakte chemische Nachweis noch ausstiinde. 
Doch erscheinen namentlich die von der Daleschen Schule (4) (5) (6) 
gelieferten Beweise fiir das Vorkommen von Histamin im Organismus 
schwerwiegend genug, um die Bedeutung der Substanz fiir die normale 
und pathologische Physiologie als gegebene Tatsache hinnehmen zu 
kénnen. Dak das Histamin dem tierischen Organismus nicht fremd ist, 
scheint besonders daraus hervorzugehen, das viele Organe die Fahigkeit 
besitzen, die Substanz zu entgiften und ihrer pharmakologischen Wirkung 
zu berauben (7) (8), ahnlich wie es fiir das Acetylcholin, dem chemischen 
Ubertrager der Nervenerregungen des parasympathischen und animalen 
Nervensystems, und fiir viele andere Wirkstoffe des Organismus bekannt 
ist. Dabei ist es bemerkenswert, dab, wahrend das Blut fiir Acetyl- 
cholin eine auBerst starke Fahigkeit zur Spaltung besitzt, das Histamin 
entweder gar nicht oder nur in ganz unbedeutendem Mabe angegriffen 
wird. Histamin konnte denn auch vor kurzem von Aarsoum und 
Gaddum (6) und Barsoum und Smirk (9) 10) im Blute des Menschen 
und der Tiere regelmaBig und in konstanter Menge nachgewiesen 
werden, was wir in eigenen Versuchen, iiber die wir in anderem Zu- 
sammenhang berichten werden, bestatigen k6nnen. 


1 Vgl. dazu die vorlaufige Mitteilung in dieser Zeitschr. 288, 292, 1936. 


‘ 
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Was tiber die Physiologie und Pathologie des Histamins bisher 
bekannt geworden ist, kann hier nur gestreift werden (siehe dazu 11). 
Erwahnt sei, daf8 bei der Muskelarbeit, z. B. auch des Herzmuskels (12), 
Histamin in Freiheit gesetzt wird, und daB bei der reaktiven Hyperamie 
Histamin entsteht (10), welches z. T. fiir die GefaBerweiterung ver- 
antwortlich zu machen ist. Eine pathologische Vermehrung der Sub- 
stanz im Blute konnte im anaphylaktischen Shock (13), bei Verbren- 
nungen (14) und bei Herzkrankheiten (9), die mit Stauungen einher- 
gehen, festgestellt werden. 

Wahrend man also viele Vorgange im Organismus kennt, bei denen 
Histamin in Erscheinung tritt, wei man bis heute noch nicht, ob der 
Organismus das Histamin physiologischer Weise selbst bilden kann, oder 
ob er auf die Resorption des Stoffes vom Darm aus angewiesen ist. Es 
ist nicht wahrscheinlich, da das in den Organen und im Blute nach- 
gewiesene Histamin aus der Darmfaulnis stammt; denn es ist nicht 
gut vorstellbar, da der Organismus bei der Deckung seines Bedarfs 
an einer fiir seine Funktionen offenbar wichtigen Substanz auf die 
bakterielle Zersetzung irgendwelcher Stoffe im Darm angewiesen 
sein sollte. 

Es ist denn auch — im Laboratorium von S. Ldlbacher W. Bloch 
und H. Pinédsch (15) gelungen zu zeigen, dais der Organismus des 
Meerschweinchens imstande ist, Histidin in Histamin umzuwandeln. 
Diese Autoren fanden namlich, daB nach intravenéser Injektion von 
100 mg Histidindichlorhydrat pro 100 g K6érpergewicht der Histamin- 
gehalt der Lunge auf etwa das Doppelte des Normalwertes, namlich 
von 15 bis 25 y auf 30 bis 45y pro 1g Lungengewebe, anstieg. Uber 
den Ort der Decarboxylierung des Histidins haben Bloch und Pindsch 
keine Vermutungen geauBert!. . 

Daf der Organismus die Fahigkeit hat, Aminoséuren zu decarboxy- 
lieren, ist nach den Arbeiten von Heinsen und Wolf (20), sowie von 
Schuler (21) und Mitarbeitern wahrscheinlich geworden. Im Blute von 
Kranken mit blassem Hochdruck fanden Heinsen und Wolf die fiir 
Tyramin charakteristische Farbreaktion mit Nitrosonaphtol positiv?. 
Die Autoren nehmen an, da dieses Tyramin in der Niere gebildet 


! Es ist auch nicht, wie Schuler, Bernhardt und Reindel (16) vor kurzem 
darlegten, von Edlbacher und Kraus die Niere als der Bildungsort des 
Histamins vermutet worden. Edlbacher und Mitarbeiter (17) studierten den 
Abbau des Histidins durch die Histidase der Leber und hielten es fiir denkbar, 
da®B durch die Histidase und durch die Histaminase dem, Organismus eine 
Moéglichkeit der Regulation des Histaminhaushaltes gegeben sein kénnte. 
Bekanntlich ist aber das dureh die Histidase gebildete Umwandlungs- 
produkt des Histidins nicht das Histamin. > Vel. dazu jedoch Enger u. 
Arnold (18) (24). 
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wird!, Schuler und Mitarbeitern gelang es, mit Hilfe von Nebennieren- 
schnitten Adrenalin zu synthetisieren, wenn sie der Suspensionsfliissigkeit 
Tyramin zusetzten. Die Synthese erfolgte auch dann, wenn die Neben- 
nierenschnitte mit einer Tyrosinlésung geschiittelt wurden, die vorher 
mit Nierenschnitten in Beritthrung war, woraus die Autoren auf eine 
Decarboxvlierungsfahigkeit der Niere fiir Tvrosin schlieBen?. 

Wenn die Niere also Tyrosin in Tyramin iiberznfiihren vermag?, 
so liegt es nahe anzunehmen, dab sich diese Decarboxvlierungsfahigkeit 
auch auf andere Aminoséuren, insbesondere auf das Histidin erstreckt. 
Die Priifung dieser Annahme begegnet der Schwierigkeit, dal die 
Niere grobe Mengen von Histamin rasch zu inaktivieren vermag. Neu 
vebildetes Histamin kénnte durch diese Histaminase sofort zerst6rt und 
so dem Nachweis entzogen werden. Von der Méglichkeit, die Hista- 
minase durch Blausdéure zu hemmen (7), kann solange kein Gebrauch 
gemacht werden, als es nicht bekannt ist, ob nicht gleichzeitig auch 
die eventuell vorhandene  Histidindecarboxylase durch  Blausaure 
geschadigt wird. Nun fanden Anrep, Barsoum und Talaat (22), dab die 
Kaninchenniere nur wenig oder tiberhaupt keine Histaminase enthilt. 
Die Kaninchenniere erschien daher zum Studium der Frage, ob Niere 
zur Umwandlung von Histidin in Histamin befahigt ist, besonders 
geeignet. 

In den im folgenden zu beschreibenden Versuchen wurden zuniachst 
Kaninchennierenschnitte in histidinhaltiger Tyrodelésung bei 37,5° im 
Glasarm nach Ayrebs (23) geschiittelt und dabei festgestellt, dab in der 
Tyrodelésung eine Substanz erscheint, welche sich pharmakologisch 
und chemisch wie Histamin verhalt. Fiir die Bildung des Histamins 
ist es gleichgiiltig, ob man den skizzierten Versuch unter sterilen Be- 
dingungen ausfiihrt oder nicht. Man erzielt bei den in dieser Unter- 
suchung gewahlten kurzen Versuchszeiten von durechschnittlich 
2 Stunden die gleiche Ausbeute an Histamin, ob man die bei den Ver- 
suchen verwendeten Gerite und Lésungen sterilisiert bzw. unter streng 
aseptischen Bedingungen halt, oder ob man in der im Laboratoriums- 
betrieb tiblichen Weise gereinigte Apparaturen und hergestellte Lésungen 
verwendet. Sie wird auch nicht gréBber, wenn man einen Versuchs- 
ansatz mit einer reinen Colikultur beimpft. Die in diesen kleinen 


' In seiner letzten Arbeit kommt jedoch Heinsen zu dem Schlub, dah 
das Vorkommen einer Tyrosin-Decarboxylase im Nierengewebe bis jetzt 
durch nichts bewiesen ist’ (19). Die Tyrosin-Decarboxylase findet sich 
aber nach Heinsen im Pankreas. — 7 S. dazu die kritischen Ausfiihrungen 
von H. Heinsen (19). } Da inzwischen die Angaben Schulers von Hein 
sen (19) abgelehnt worden sind, andererseits die Giltigkeit der Ergebnisse 
von Heinsen u. Wolf dureh Enger u. Arnold z. T. in Zweifel gezogen 
wurden (24), vel. auch Anmerkung 3 der vorhergehenden Seite, haben 
wir uns die neuerliche Priifung der Frage vorgenommen. 
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Versuchsansatzen erziclten Ausbeuten waren im allgemeinen = zur 
Isolierung des Histamins und zur Identifizierung, z. B. als Pikrat, nicht 
ausreichend. Es wurden daher an die als Histamin zu bezeichnende 
Substanz folgende Bedingungen gestellt: 

1. Sie muB den isolierten, atropinisierten Meerschweinchendiinn- 
darm ohne Latenzzeit rasch bis zur maximalen Héhe kontrahieren und 
durch Tyrodelésung rasch auswaschbar sein. Der Diinndarm muB nach 
Erneuerung der Suspensionsfliissigkeit sofort wieder den urspriinglichen 
Tonus annehmen, wie dies bei Anwendung reiner Histaminlésungen der 
Fall ist. Wie die Abb. 1 zeigt, sind die Wirkungen einer reinen Histamin- 
ldsung und der Lésung der durch 
Nierenschnitte gebildeten Substanz am 
isolierten Meerschweinchendtinndarm 
identisch. Derartige Kontraktionen 





Abb. 1. Vergleich der Wirkungen Abb. 2. Bei a) 0,05 7 Histamin- 
von reinem Histamin und derdurech dichlorhydrat. Bei b) leem des 
Nierensehnitte aus Histidin neu- Ansatzes: 5,0cem Tyrodelisung 
gebildeten Substanz.  Isolierte: + 2eem Puffer, py 9, + zwei stark 
Meerschweinchendiinndarm, in bluthaltige Nierenschnitte: 
atropinhaltiger Tyrodelisung sus- 2 Std. 37,59. 


pendiert. Bei a) 0.5 y Histamin- 
dichlorhydrat. Bei b) 0,5 cem des 
Ansatzes: 15 mg_ 1-Histidinbase 

5eem Tyrodelisung + 3 cem 
Puffer, py 9, + Nierenschnitte ; 


2 Std. 37,59. 

werden durch Tyrodelésungen, in welchen Nierenschnitte ohne Histi 
din 2 Stunden lang geschiittelt wurden, im allgemeinen nicht ver- 
ursacht. Bringt man gr6Bere Mengen dieser Fliissigkeit in die Suspen- 
sionslédsung des Darms, z. B. 1,0 cem, so erfolgen nach einer mehr oder 
minder groBen Latenzzeit triage, allmahlich sich ausbildende Kontrak- 
tionen, die nur langsam ihr Maximum erreichen und nach dem Erneuern 
der Badfliissigkeit nur langsam zuriickgehen (vgl. Abb. 2). Diese von 
Histamin verschiedene Substanz war namentlich dann in der Suspen- 
sionsfliissigkeit der Schnitte nachzuweisen, wenn diese deutlich blutig 
waren), 

' Mit der naheren Charakterisierung der Substanz sind wir beschaftigt. 
Aus den Arbeiten von Gaddum und Mitarbeitern geht zwar hervor, daB rote 
Blutkérperchen und insbesondere die des Kaninchens Histamin enthalten, 
doch ist dieses gebundene Histamin pharmakologisch nicht wirksam. 
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2. Die Substanz mubte bei 90 Minuten langem Kochen mit normaler 
Salzsaure bestandig sein. Bei dieser Behandlung werden alie Substanzen, 
die am atropinisierten Darm histaminahnlich wirken, zerstért. So wurde 
z. B. ein Versuchsansatz von 3 ccm, der pro 1 cem 1,3 y Histamin enthielt, 
nach der Methode von Barsoum und Gaddum (6) auf Histamin aufge- 
arbeitet. Zu diesem Zwecke wurde das Eiweif mit Trichloressigsaure aus- 
vefallt, im Filtrat die Trichloressigsiure durch Ausathern entfernt und 
die verbleibende Lésung mit normaler Salzsaure 1,5 Stunden lang ge- 
kocht. Nach dem Einengen zur Trockne und Vertreiben der restlichen 
Salzsaure durch Alkohol wurde der Riickstand in kochsalzhaltigem 





Abb. 3. Hund, atropinisiert. Morphium-Athernarkose, Carotisblutdrack, geschrieben mit dem 
Ludwigschen Quecksilbermanometer. Bei a) intraveniser Injektion von 3,0 7 Histamindichlor- 


2 


hydrat. Bei b) intraveniser Injektion von 1,0 cem des Ansatzes, Versuchsteil VI, Absehnitt 3. 
Bei ¢) intravenéser Injektion von 4,2 y Histamindichlorhydrat. 


Alkohol aufgenommen. Nach Abdestillieren des Alkohols, Lésen des 
Riickstandes in Wasser und Neutralisieren mit Natronlauge, ergab die 
pharmakologische Auswertung 3,3 y Histamin. Es wurden also nach 
dieser Aufarbeitung 83,5 °,, in einem anderen Falle 96 °,, der als Histamin 
zu bezeichnenden Substanz wiedergefunden. Ubrigens zeigen diese Ver- 
suche, daB die aus Histidin gebildete Substanz die gleichen Léslichkeits- 
verhaltnisse besitzt wie das Histamin. 

3. Wie Histamin, so muB die in der Suspension der Nierenschnitte 
aus Histidin entstandene Substanz durch Histaminasepraparate in- 
aktivierbar sein. Als solche dienten Extrakte aus Hundenierenpulver, 
das durch Trocknen und Entfetten des zerschnittenen Organs mit 
Aceton, Aceton-Ather und Ather erhalten wurde, ferner gereinigte 
Histaminasepraparate aus Darmschleimhaut, Torantil ,,Bayer‘*. In 
allen Inaktivierungsansatzen wurde die neu gebildete und am Meer- 
schweinchendiinndarm wirksame Substanz in kurzer Zeit unwirksam. 

4. Der Stoff muBte bei intravenéser Injektion den Blutdruck des 
atropinisierten Hundes ebenso stark herabsetzen, wie die am Meer- 
schweinchendiinndarm gleich stark wirksame Menge Histamin. Dies 
ist, wie aus der Abb. 3 hervorgeht, tatsichlich der Fall. Die blutdruck- 
senkende Wirkung der Substanz blieb auch nach dem Kochen mit 
normaler Salzsaure erhalten. Diese Tatsachen sind fiir die Identitat der 
Substanz mit Histamin als besonders beweisend anzusehen. Auch der 
Blutdruck der atropinisierten Katze wird durch die neugebildete Sub- 
stanz gesenkt (vel. Abb. 4). 
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5. Die Substanz darf ebensowenig wie Histamin den nach einer 
starken Histaminkontraktion ohne Auswaschune wieder erschlafften 
Meerschweinchendiinndarm zur Kontraktion erregen (6). Tatsachlich 
sprach der mit 80 y Imido 30 Minuten lang vorbehandelte Darm auf die 
neugebildete Substanz nicht mehr an. Auch war der in dieser Weise 
mit der Substanz vorbehandelte Da:m durch Histamin und durch 
die Substanz selbst nicht mehr erregbar. 

Die Untersuchung der Bildungsgeschwindigkeit des Histamins aus 
Histidin ergab folgendes: Die Kurve der Histaminbildung (siehe Abb. 6) 
steigt in den ersten 40 Minuten steil an und durchlauft zwischen der 


Abb. 4. Katze, atropinisiert 
Urethannarkose. Carotisblutdruck 
am = Ludwigschen Quecksilber- 
manometer. Bei a) intravendser 
Injektion von 0,1eem des An- 
satzes: 60mg 1-Histidinbase in 
4cecm Tyrodelisung + 1eem Puffer, 
My 9, + Niere; 2Std. 37,59. Bei 
b) intravenéser Injektion von 0,3} 
Histamindichlorhydrat. 





40. und 60. Minute ein sehr flach ausgebildetes Maximum. Bei lingerer 
Versuchsdauer nimmt die Histaminausbeute zunachst wenig ab, dann 
wieder etwas zu. Diese Erscheinung lie vermuten, da die Kurve der 
Histaminbildungsgeschwindigkeit die’ Resultierende zweier Vorgiange 
darstellt, namlich der Histaminbildung und -zerst6rung. Das Vorhanden- 
sein eines histaminzerst6renden Ferments in der Kaninchenniere zeigt 
eindeutig ein Versuch, bei welchem Histamin Nierenschnitten zugesetzt 
wurde. Dabei ergab sich, daB z. B. von 100 y Histamin durch 1,8 g 

2 Stunden 70°, und in 8 Stunden 


100°, zerst6rt wurden. Auch hier war die GeschWindigkeit der Reaktion 


Niere in 30 ccm Tyrodelésung in 


in der ersten Stunde am gréBten. Entgegen dem oben erwahnten Befund 
von Anrep, Barsoum und Talaat enthalt also die Kaninchenniere deutlich 
feststellbare Mengen Histaminase. 

Die Geschwindigkeit der Histaminbildung ist in charakteristischer 
Weise von der Wasserstoffionenkonzentration abhangig. Sie hat im 
alkalischen Gebiet, etwa bei pu 8.6 bis 9 ein scharf ausgeprigtes 
Optimum. Im stirker sauren und alkalischen Gebiet fallt die Kurve 
steil ab!. So fanden sich in einem Versuchsansatz bei pu 25.4 
Histamin, wahrend bei pu 7,7 nur 2.1 y, bei px 10 nur 14 y Histamin 


gebildet wurden. (Vgl. dazu Abb. 7.) 


' Nach CC. Manzini (25) vermoégen fiinf verschiedene Stamme_ des 
Bb. Coli Histaminogenium Histamin aus Histidin nur bei py-Werten bis zu 
6.5 zu bilden. Im alkalischen Gebiet wird keine Histaminbildung beob- 
achtet. Vgl. dazu auch WM. Guggenheim, Die biogenen Amine, Berlin 1924. 
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In bezug auf die Abhangigkeit der gebildeten Histaminmengen 
von der angewandten Histidinkonzentration wurde festgestellt: Die 
Histaminausbeute steigt mit wachsenden Histidinmengen an und ist bei 
einer Lésung von 200 mg |-Histidinbase in 8 cem, also bei 1,6 mol. 
Losung, optimal. Dabei wurden z. B. in einem Versuch 40 y Histamin 
erhalten. Bei Verwendung von 50 me Histidin wurde eine Ausbeute 
von 30 y erzielt, waihrend bei 500 mg Histidin sich wieder die gleiche 
Histaminausbeute fand wie bei 50 mg. Dabei werden im allgemeinen 
zwei diinne Schnitte verwendet mit einem Trockengewicht von etwa 
sO mg. 

Die Histaminausbeute erhéhte sich bei Anwendung einer gréBeren 
Zahl von Schnitten nicht immer. Fiir diese merkwiirdige Tatsache 
kann noch keine Erklarung gegeben werden. Sie wird erst dann méglich 
sein, wenn man die nebeneinander verlaufenden Prozesse der Histamin- 
bildung und -zerst6érung genauer kennt!. Die fiir die Histaminbildung 
giinstigste Reaktionstemperatur liegt bei 37,5°. 

Die Fahigkeit der Niere zur Histaminbildung, die nicht in allen 
Fallen gleich groB ist, ist nicht an die Struktur der lebenden Zelle ge- 
bunden. Extrahiert man namlich die fein zerriebene, frische Niere mit 
Tyrodelésung, Wasser oder Glycerin, so geht die Decarboxylase in den 
Extrakt iiber, in welchem sie mehrere Tage haltbar ist und ohne wesent- 
lichen Wirksamkeitsverlust 48 Stunden lang gegen flieBendes Wasser 
dialysiert werden kann. Das Ferment kann durch Halbsattigen der 
wasserigen Extrakte mit Ammonsulfat gefallt und angereichert werden. 
Durch Alkohol oder Aceton wird es zerstért. Auch in den Extrakten ist 
die Bildungsgeschwindigkeit des Histamins in charakteristischer Weise 
vom pu der Reaktionslésung abhangig (siehe Abb. 7, Kurve —+—+-). 
Die Histaminausbeute nimmt dabei mit steigender Substrat- und Fer- 
mentkonzentration stark zu. Aus Nierenpulver, welches durch Aceton- 
Athertrocknung gewonnen wurde, lassen sich nach unseren bisherigen 
Versuchen keine wirksamen Extrakte gewinnen. 

Fiir die Histaminausbeute ist es gleichgiiltig, in welcher Atmosphare die 
Versuchsansatze geschiittelt werden. Sie ist unter vergleichbaren Bedin- 
gungen bei Schnitten und Extrakten in Stickstoff, Sauerstoff oder Luft 
gleich groB. Es wurde versucht, den ProzeB der Histaminbildung einerseits 
durch Schwermetalle, andererseits durch Blausaure zu beeinflussen. Durch 
Kupfer und Eisen wurde der ProzeB merklich gehemmt. Bei Ansitzen 
mit 0,0001 mol. Blauséure ergab sich folgendes: Verwendet man Nieren- 
schnitte, so wird die Histaminausbeute um 7 bis 55°, vermindert, ver- 
wendet man dagegen Nierenextrakte, so wird sie auf etwa 20°, herab- 


1 Wir sind mit der Anreicherung und naheren Kennzeichnung der Histi- 
dindecarboxylase sowie mit der Trennung von der Histaminase beschaftigt. 
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gesetzt. Der EinfluB der Blausaiure macht sich also in beiden Versuchen 
nicht gleich stark bemerkbar. Wie oben dargelegt, ist die Histamin 
ausbeute bestimmt einerseits durch die Aktivitat der Decarboxyvlase 
andererseits durch die der Histaminase. Nach Best und Me Henry wird 
die Histaminase durch Blausaure nicht aktiviert, sondern gehemmt 
Da trotz des Wegfalls des histaminzerst6renden Ferments die Ausbeute 
gegeniiber den Versuchen ohne Blausaéure nicht erhéht ist, muB auch 
die Histidindecarboxylase durch Blauséure geschadigt sein. Durch diese 
Tatsache wird der Nachweis des Ferments in histaminasehaltigen Nieren 
mit Hilfe von Blausaéure, z. B. bei der Hundeniere, er- 
schwert oder sogar unméglich gemacht. 

Es interessierte die Frage, ob die Decarboxylase 
der Niere |- und d-Histidin mit gleicher Geschwindig- 
keit zu spalten vermag. Dabei zeigte sich, daB bei An- 
wendung der d- Histidinbase kein Histamin gebildet wurde. 
Interessanterweise vermag also die Decarboxylase der 
Niere die k6rperfremde Aminosiaure nicht zu decar- 





boxylieren, im Gegensatz zu der Desamidase der Niere, 

_ Abb. 5. welche nach Krebs (23) die kérperfremde Form der 

Eigenwirkung von i A . és 

60 mg d-Histidin- Aminosduren bevorzugt!. Die in derartigen Ansatzen 

base am isolierten 

Meerschweinchen- : 7 ‘ , 
diinndarm. derjenigen des Histamins leicht zu unterscheiden 


zu beobachtende geringe Darmwirkung, welche von 


ist (siehe Abb. 5), war auf die eigene Wirkung des 
d-Histidins zuriickzufiihren, wie Kontrollversuche mit reinen Lésungen 
dieser Aminosiure ergaben. Die mit d, l-Histidinhydrochlorid  er- 
haltenen Ausbeuten sind erwartungsgemaB geringer als die mit 
l-Histidinbase allein erzielten. Zur Klarung der Frage, ob unter den 
angefiihrten Versuchsbedingungen auBer der Niere auch andere Organe des 
Kaninchens zur Decarboxylierung des Histidins befahigt sind, wurden 
eine Anzahl orientierender Versuche mit Schnitten aus Gehirn, Skelett- 
muskel, Leber, Milz, Lunge, Pankreas und Retina angestellt. Eine 
geringe Histaminbildung konnte bisher nur bei der Leber beobachtet 
werden. 

Nach dem vorstehend Geschilderten besitzt also die Kaninchen- 
niere eine nicht unerhebliche Fahigkeit zur Histaminbildung. Unter den 
ermittelten optimalen Bedingungen vermégen die Nieren eines Kanin- 
chens in Form von Schnitten in 40 Minuten bis zu 1,5 mg Histamin zu 
bilden. Dies entspricht etwa der gesamten im Kaninchenblut kreisenden 
Histaminmenge. Daraus ergibt sich, da} die Niere allein schon in der 
Lage ware, den gesamten Histaminbedarf des Tieres zu decken. Ob die 

' Nach Edlbacher und Neber ist die Niere nicht oder nur in auBerst 


geringem Mae (27) befahigt, 1-Histidin zu desamidieren (26), d-Histidin 
wird in geringem Mae abgebaut (27). 
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Kaninchenniere in vivo Histamin bildet, z. B. beim Durchstrémen mit 
histidinhaltiger Tyrodelésung, mu noch untersucht werden: zunachst 
ist der Befund von Anrep, Barsoum und Talaat anzufiihren, dab, wihrend 
im Venenblut des Hundes der Histamingehalt um 50°, niedriger liegt 
als in dem der Arterie, er im Kaninchennierenblut arteriell und venés 
gleich hoch ist. 

DaB sich in bezug auf die Histaminbildung Kaninchen, Meer- 
schweinchen und Hunde grundsiatzlich unterscheiden, ist nicht wahr- 
scheinlich. Es wurde daher, trotz der Tatsache, daB die Nieren von 
Hunden und Meerschweinchen Histaminase enthalten, untersucht, ob 
auch sie aus |-Histidin Histamin zu bilden vermégen. Dabei ergab sich, 
daB die Histaminausbeute bei der Hundeniere gleich Null, bei der Meer- 
schweinchenniere aber iiberraschend hoch, meist sogar héher als bei der 
Kaninchenniere ist!. Auch das Pankreas und die Leber des Meer- 
schweinchens vermégen Histidin zu decarboxylieren. Je 1 cem Extrakt 
(1 g Organ +- 2 cem H,O) aus Niere, Pankreas und Leber lieferte nach 
2 Stunden bei 37° im Versuchsansatz mit 15 mg |-Histidinbase (im 
Gesamtvolumen von 6 cem) bei pu 8,5 47 bzw. 18 und 1,8 y Histamin. 
Im Versuchsansatz mit 3ccm Nierenextrakt +- 75 mg Histidinbase 
wurden nach 5 Stunden 455 y Imido erhalten. Es erscheint méglich, dab 
die Hundeniere zwar ebenfalls Histamin bildet, daB aber unter den Be- 
dingungen des Versuchs die Histaminasewirkung diejenige der De- 
carboxylase iibertént?. Tatsiachlich enthalt nach unseren Versuchen die 
Hundeniere viel, die Meerschweinchen- und die Kaninchenniere nur 
geringe Mengen Histaminase. Die Nierenextrakte von Rindern, Schafen, 
Ratten, Schweinen und Katzen lieferten nach Histidinzusatz kein 
Histamin. 

Versuchsteil. 
I. Fermentmaterial. 


1. Gewinnung der Niecrenschnitte. Die Versuchstiere wurden durch Nacken- 
schlag betaubt und aus den Carotiden entblutet. Die sofort entnommenen 
blutleeren Nieren wurden mit einem Jhiersch-Messer oder mit einer Rasier- 
klinge in diinne Schnitte zerlegt und diese sofort in die Versuchsansiatze 
eingetragen. 


' Herr Prof. Steppuhn, Moskau, hat uns nach dem Erscheinen der 
vorlaufigen Mitteilung und nach dem Abschlu8 der vorliegenden Arbeit 
darauf aufmerksam gemacht, daB es ihm gemeinsam mit K. M. Rosanow 
gelungen ist, nachzuweisen, da die Meerschweinchenniere in Gegenwart 
von Histidin eine am isolierten Meerschweinchendiinndarm histaminartig 
wirkende Substanz zu bilden vermag. Diesen Befund hat Rosanow in dem 
uns nicht verfiigbaren Bull. de Biol. e de Med. exp. 1, Nr. 2, 1936, kurz 
mitgeteilt. — * Diese Méglichkeit besteht natiirlich auch bei anderen 
histaminasehaltigen Organen. Erst nach Ausarbeiten einer Trennungs- 
methode fiir Histaminase und Decarboxylase wird es méglich sein, dariiber 
zu entscheiden. 
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Gewinnung der Nierenextrakte. a) Aus frischer Niere: Die frisch ent- 
nommenen Nieren werden fein zerschnitten mit etwas Quarzsand und 
Tyrodelésung oder destilliertem Wasser bzw. mit Glycerin (2cem pro lg 
Niere) im Morser 10 Minuten lang griindlich verrieben. Der Extrakt wird 
dann 15 Minuten lang scharf zentrifugiert. Die iiberstehende graubraunlich 
gefirbte, triibe, aber wie sich unterm Mikroskop zeigte, zellfreie Fliissigkeit 
wurde fiir die Versuche verwendet. b) Aus Nierentrockenpulver: Die zer- 
schnittenen Nieren werden mit Aceton und Ather in der iiblichen Weise 
getrocknet. Von dem erhaltenen Pulver wurden je 100mg mit 1 cem 
Tyrodelésung 2 Stunden bei 37,5° extrahiert, dann klar filtriert. 

Die iibrigen Organe, wie Leber, Milz, Herz, Pankreas, Skelettmuskel, 
Lunge, Gehirn wurden wie die Nieren verarbeitet. Die Retina wurde un- 
verandert verwendet. 

IT. Reaktionslésungen und Ansdtze. 

Zur Suspendierung der. Nierenschnitte diente stets Tyrodel6sung. Das 
Histidin wurde in Form von |-Histidinbase oder Histidinchlorhydrat (Laro- 
stidin- Roche) verwendet. Die verschiedenen H’-Konzentrationen wurden 
mit m/5 Phosphatpuffer eingestellt, dem gegebenenfalls n Natronlauge 
zugesetzt wurde. 

III, Pharmakologische Histaminbestimmung. 

Die Histaminausbeute wurde stets am isolierten atropinisierten Meer- 
schweinchendiinndarm bestimmt (Methode nach Magnus). Die verwendeten 
Meerschweinchen, am besten jiingere Tiere, wurden nach Betaéubung 
durch Kopfschlag aus den Carotiden entblutet. Nach Barsoum und Gad- 
dum (6) gelangte dasjenige Darmstiickchen zur Anwendung, das dem 
Cécum am nachsten liegt. Die etwa 3 bis 4 ecm langen Darmstiickchen 
wurden vorsichtig vom Mesenterium gelést und durch Spiilen mit 
Tyrodelésung entleert. Badfliissigkeit 20 cem, Temperatur 37,5°, Hebel- 
iibertragung 1:7. Die Badfliissigkeit wurde mit Luft durechperlt. Als 
Standardisierungslésung dionte Imido-,,Roche** = Histamindichlorhydrat 
in Verdiinnungen von 1: 104 bis 1: 107. Der Histamingehalt der Lésungen 
wurde durch ,,Eingabeln** der unbekannten Menge mit bekannten Histamin- 
mengen ermittelt. Die verwendeten Diinndarmstiickchen sprachen meist 
schon auf 0,02 » Imido an. 

IV. Versuchsbeispiel. 

1. Ansatz: 15 mg 1-Histidinbase in 4cem Tyrodelésung + 2ceem m/5 Phos- 

phat-Natronlaugepuffer, py 9 + zwei Kaninchennierenschnitte. Der Ansatz 


—~ ~0 


wurde 2,5 Stunden unter Luft bei 37,5° geschiittelt, dann iiber Glaswolle 
filtriert und scharf zentrifugiert. Die iiberstehende schwach triibe Fliissig- 
keit diente unmittelbar zur pharmakologischen Auswertung am Diinndarm. 
2. Ansatz: Wie 1, jedoch ohne Histidin. 3. Ansatz: Wie 1, jedoch ohne 
Nierenschnitte. Im Ansatz 2 wurde die eventuell vorhandene Eigenwirksam- 
keit der Histidinl6sung, im Ansatz 3 die der Nierenschnitte ermittelt. Es 
entsprachen 0,028 cem Ansatz 1 in ihrer Wirkung 0,1 y Imido. Im Gesamt- 
volumen von 6 ccm waren also 21,4 y enthalten. 0,5 cem der Histidinlésung 
waren vollig unwirksam. Im Gesamtvolumen des Ansatzes 3 entsprach die 
Wirkung 0,45 7 Imido. Die Histaminausbeute im Hauptansatz entsprach 
also 21,4 — 0,45 = 20,95 » Histamindichlorhydrat. Die aus den Schnitten 
stammende aktive Substanz kann, wie aus Abb. 2 zu ersehen ist, nur zum 
geringeren Teil mit Histamin identisch sein. In gleichartigen Versuchen mit 
Schnitten von Meerschweinchennieren wurden 6 bis 10 7 Histamin erhalten. 
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V’. Histaminausbeuten unter sterilen und unsterilen Versuchsbedingungen. 

Fiir die Sterilversuche wurden samtliche L6sungen durch Kochen keim- 
frei gemacht. Die in der Tyrodelésung auftretende Triibung wurde durch 
Einleiten von Kohlensaure wieder aufgehellt. Die beim Versuch verwendeten 
Gerate wurden in iiberhitztem Wasserdampf sterilisiert. Die Entnahme der 
Niere und Herstellung der Schnitte erfolgte streng nach den Regeln der 
chirurgischen Asepsis. Die fiir die unsterilen Versuche verwendeten Nieren- 
schnitte wurden zum Teil nachtraglich infiziert, indem sie z. B. reichlich 
mit Bakterien einer Colikultur beimpft wurden. Im allgemeinen aber 
wurden die Versuche mit Geraten und Lésungen angestellt, wie sie im 
Laboratoriumsbetrieb iiblich sind, wobei die Glasgeraéte durch Seife, 
Wasser, Bichromat-Schwefelséure, Wasser, Alkohol und Ather gesiubert 
und getrocknet waren. 

1. Versuchsbeispiel. 1. Ansatz: 4 cem Larostidin + 1 cem Tyrodelésung 

leem Puffer, py 9, in Stickstoff-Atmosphare, steril. 2. Ansatz:5cem Tyrode- 
lésung + lecm Puffer, py 9 + Nierenschnitte in Stickstoff, steril. 3. Ansatz: 
4cem Larostidin - 1 eem Tyrodelésung + 1 cem Puffer, pq 9 + Nierenschnitte 
in Stickstoff, steril. Versuchsdauer 2 Stunden. Auswertung: Wahrend 
Ansatz 1 einen Eigenwert entsprechend 0,5 y Imido aufwies, war der Ansatz 
mit Niere allein véllig unwirksam. Der 3. Ansatz besaB eine Wirksamkeit ent- 
sprechend 6,5 y Imido. Die Histaminausbeute betrug also 6,0 y Histamin- 
dichlorhydrat. 4. Ansatz: Wie Ansatz 3, jedoch unsteril. Ausbeute 4,4 y 
Imido. 5. Ansatz: Wie Ansatz 3, jedoch mit Coli beimpft. Ausbeute 4,7 y 
Imido. In den stark infizierten Ansaétzen nahm also die Histaminausbeute 
eher ab als zu. 

2. Versuchsberspiel. 6. Ansatz: 18,8 mg 1-Histidinbase in 5cem Tyrode- 
lésung + leem Puffer, py 9 + Nierenschnitte in Stickstoff, steril. Die beiden 
Kontrollansaétze 7 und 8 (ohne Histidin bzw. Nierenschnitte) waren nach 
dem oben gegebenen Schema angesetzt. Nach dem Schiitteln war Ansatz 8 
véllig unwirksam, Ansatz 7 besaB insgesamt eine Wirksamkeit ent- 
sprechend 0,15 7 Imido. Ansatz 6 ergab eine Histaminausbeute von 8,65 ¥. 
Ansatz 9 wurde wie Ansatz 6 hergestellt, jedoch unsteril. Histaminausbeute 
8,65 y. 

3. Versuchsbeispiel. Es enthalt pro Ansatz 15 mg |-Histidinbase in 
4cem Tyrodelésung und ist im iibrigen wie die beiden ersten Versuchsbeispiele 
behandelt worden; Ausbeute 20 y Histamindichlorhydrat. Die bakterio- 
logische Untersuchung dieses Ansatzes! (Nr. 10) ergab véllige Keimfreiheit. 


In der Tabelle I sind die Ergebnisse der angefiihrten Versuchs- 
beispiele zusammengestellt 





Tabelle I. 
nae —— voleene ‘aan Sterilitit 
Nr. . ecg in eem in } 
3 4 cem Larostidin 6 6,0 steril 
4 ie 6 4,4 unsteril 
5 2 - 6 4,7 + Coli 
6 18,8 mg 1-Histidinbase 6 8,6 steril 
7] 18,8 . 6 8,6 unsteri] 
10 15,0 , - 5 20,0 steril 


' Ausgefiihrt von der bakteriologischen Abteilung des Hyg. Inst. d. Med. 
Akademie Diisseldorf. 
R * 
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V1. Identifizierung der durch Nierenschnitte in Gegenwart von Histidin 
gebildeten Substanz mit Histamin. 


1. Nach Aufarbeitung von Organextrakten bzw. Blut nach Barsoum (6) 
und Gaddum k6nnen an blutdrucksenkenden und darmaktiven Stoffen 
nur solche tibrigbleiben, welche die gleichen Léslichkeitseigenschaften 
und die gleiche Saure- und Temperaturbestandigkeit aufweisen wie das 
Histamin. Auber dem Histamin ist aber bisher keine derartige Substanz 
bekannt. Die nach einer derartigen Aufarbeitung am atropinisierten 
Versuchsobjekt verbleibende pharmakologische Aktivitat muB also auf 
Histamin zuriickgefiihrt werden. 

Versuchsbeispiel. 3 ccm eines Versuchsansatzes mit einer Wirkung auf 
den Meerschweinchendiinndarm entsprechend 3,9» Imido, werden mit 
4,5 ccm 10°. iger Trichloressigsaure enteiweiBt. Die nach dem Zentrifugieren 
iiberstehende Fliissigkeit wurde ausgeathert, bis der Ather Kongopapier 
nicht mehr blaute. Die mit Ather extrahierte Fliissigkeit wurde mit 1 ecm 
konzentrierter HCl 90 Minuten lang gekocht, im Vakuum zur Trockne 
eingeengt und die restliche Salzsiure durch mehrmaliges Abdampfen mit 
Alkoholentfernt. Der Riickstand wurde mit Kochsalz gesattigtem 99,5 °,igem 
Alkohol extrahiert (viermal mit je 2cem). Der Alkohol wurde abdestilliert, 
der Riickstand in Wasser aufgenommen, mit n NaOH neutralisiert und 
dann mit Wasser auf 2,5cem aufgefiillt. Die Lésung entsprach in ihrer 
Aktivitat am Meerschweinchendiinndarm 3,25 y Imido. Es wurden also 
86°, der wirksamen Substanz wiedergefunden. 

2. Inaktivierung der Substanz durch Histaminase der Hundeniere 
und gereinigte Histaminase der Darmschleimhaut (== Torantil ,,Bayer**). 

Das verwendete Hundenierenpulver wurde durch Trocknen mit Aceton- 
Ather gewonnen. Es wurde teils als solches, teils in Form von Extrakten 
den Lésungen der durch Nierenschnitte gebildeten Substanz zugesetzt. 
Die Extrakte wurden in der Weise hergestellt, daB je 200 mg Nierenpulver 
in 5cem Tyrode aufgeschwemmt und 30 bis 60 Minuten bei 37,5° extrahiert 
wurden. Danach wurde klar filtriert. Die Abnahme.der Histaminmenge in 
den Inaktivierungsansatzen ergab sich aus dem Vergleich der Wirksamkeiten 
vor und nach der Einwirkung der Histaminase. 


Tabelle II. Versuchsbeispiele. 





. : Gesamt- | Histamin- Menge Zer- 
aT J . . . 
— yt erry volumen| ausbeute Inaktivierungsmittel desselben stérung 
misiny ‘ in ecm in y in mg in ° 


Kaninchenniere 1-Histidin 4 10,0  Hundenierenpulver 10 100 
‘ Larostidin 5 10,0 be 10 100 

* 1-Histidin- 5 25,6 Mv 10 100 

base 

i Dasselbe 5 10,3. Hundenierenextrakt 0.5 cem| 100 

‘ "i 5 10,3 Torantil 0,25TE.| 95 
Meerschwein- | 6 41.6 i 0,50TE.| 98 

chenniere ee | 


3. Wirkung der Substanz auf den Blutdruck des Hundes. 


Beispiel: Zehn Ansatze der folgenden Zusammensetzung: 15mg |-Histidin- 
base in 4cem Tyrodelésung + leem Puffer, py 9, + Niere ergaben nach zwei- 
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stiindigem Schiitteln insgesamt eine Histaminausbeute von 200 y. 1 cem des 
Ansatzes bewirkte bei intravenéser Injektion am atropinisierten Hund, dessen 
Blutdruck durch ein Ludwigsches Quecksilbermanometer aufgezeichnet 
wurde, eine Blutdrucksenkung, die durch etwa 3,7 y Imido zu erzielen war. 
Am Meerschweinchendiinndarm ausgewertet entsprach | cem des Ansatzes 
4,0» Histamin. Die Messungen der wirksamen Substanz stimmen also 
innerhalb der Fehlergrenzen der beiden Bestimmungsmethoden gut tiberein 
(s. Abb. 3). 


VII. Kinetik der Histaminbildung und -zerstérung. 


Setzt man Histamin einer Suspension von Kaninchennieren- 
schnitten zu, so beobachtet man regelmaBig ein Verschwinden desselben 
aus der Reaktionslésung. 

Versuchsbeispiele. 1. 4 Imido in 5cem Tyrodelésung + 1 eem Puffer, 
pu 9, + Niere in Stickstoff. Nach 2 Stunden bei 37,5° entsprachen 0,2 cem 
des Ansatzes noch 0,05 y Imido. Es sind also rund 64°, der zugesetzten 
Histaminmenge aus der Lésung verschwunden. 2. Ein Ansatz, der, wie im 
ersten Versuchsbeispiel angegeben, fertiggestellt und behandelt worden war, 
enthielt im Gesamtvolumen von 30 ccm 100 y Imido. Bei sechsstiindigem 
Schiitteln verschwanden davon 65%. Es bestand die Méglichkeit, daB 
das verschwundene Histamin durch das Nierengewebe nur _ adsorbiert 
worden war. Die im Ansatz enthaltenen Nierenschnitte (3,65 g) wurden 
nach Bloch und Pindsch (15) fein zerschnitten, mit Seesand unter Methyl- 
alkohol zu einem Brei verrieben und extrahiert. Nach 24stiindigem Stehen 
wurde scharf zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit zur Trockne 
verdampft. Der Riickstand wurde in 5 ccm Wasser aufgenommen und mit 
5eem n HCl im Wasserbad 15 Minuten lang gekocht ; dann wurde neutrali- 
siert und mit Aqua dest. auf 10 ccm aufgefiillt. Diese Lésung war am 
isolierten Meerschweinchendiinndarm voéllig unwirksam. 


In einem weiteren Versuch wurde innerhalb von 8 Stunden die 
zugesetzte Menge Histamin (100 y Imido) véllig zerstért. Die Nieren- 
schnitte dieses Ansatzes (1,8 g) wurden in der vorstehend beschriebenen 
Weise aufgearbeitet. Es ergab sich pro 1 g Niere 0,23 y Imido. In 
einem Parallelversuch wurden aus der unveranderten Niere desselben 
Tieres pro | g Niere 0,11 y Histamin erhalten. Aus diesen Ergebnissen 
ist zu schlieBen, daB das zugesetzte Histamin aus den Ansatzen nicht 
durch Adsorption verschwand, sondern daB es durch die Histaminase 
zerstort wurde. 

Zur Ermittlung der Histaminbildungs- und -zerstorungsgeschwindig- 
keit, sowie der optimalen Schiitteldauer, wurden folgende Versuche durch- 
gefiihrt: 


1. 75mg |-Histidinbase + 20cem Tyrodelésung + 10cem Puffer, px 9, 
+ 2,2g¢ Nierenschnitte vom Kaninchen werden bei 37,5° geschiittelt. 
2. 100» Imido + 20cem Tyrodelésung + 10cem Puffer, pp 9, + 1.8¢ 
Nierenschnitte. Schiitteln bei 37,5°. Aus den beiden Versuchsansatzen 
werden nach verschiedenen Zeiten je 2cem entnommen und das darin 
enthaltene Histamin bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle III zy- 
sammengestellt. 
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Tabelle III. 
Histamingehalt in y Imido pro 1 eem 
Nr. Zeit der Entnahme Reaktionsilissigkeit 
bei Ansatz I bei Ansatz II 
1 vor Schittelbeginn ky 0,09 2,5 
2 5 Min. nach Schiittelbeginn 0,17 2,0 
3 MO ” n 0,15 1,8 
4 iD . e 0,20 Syl 
5 20 , s * 0,36 1,7 
6 BO); ‘ * 0,50 2,7 
7 40 , ” ” 1,14 1,3 
8 60 , 1,14 1,6 
9 120 , re i 0,75 1,0 
10 240 , ‘ “ 0,83 0,6 
11 480 , x a 1,04 0,0 


Tragt man die ermittelten Werte in ein Koordinatensystem ein, 
dessen Abszisse die Versuchszeiten in Stunden und dessen Ordinate die 
ermittelten Histaminmengen in y pro 1 cem darstellt, so ergibt sich die 
Abb. 6. Aus den beiden Kurven geht hervor: 1. Die Bildungsgeschwindig- 
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Abb. 6. Kinetik der Histaminbildung bzw. 
Histaminzerstérung durch Kaninchenniere 

(siehe Tabelle III. 
Kurve;: —o— Histaminausbeute, 
" @— Histaminzerstirung. 


spielen kénnte. 


keit des Histamins durch die De- 
carboxylase der Niere sowie die Zer- 
storungsgeschwindigkeit Sub- 
stanz sind in der ersten Stunde des 
Versuchs am gréBten. 2. Die Hista- 
minausbeute erreicht nach etwa 
40 Minuten einen optimalen Wert. 
3. Die groBe Geschwindigkeit beider 
Prozesse bei Versuchsbeginn spricht 
gegen eine Mitbeteiligung von Bak- 
terien, die fiir die Histaminbildung 
schon durch die Sterilversuche aus- 
geschlossen wurde und nur bei sehr 
langer Versuchsdauer eine Rolle 


der 


Bei gleichartigen Versuchen mit Kaninchennieren- 


extrakten stieg die Histaminausbeute bis zur 6. Stunde des Versuchs an. 


Ebenso bei Anwendung von 
-extrakten. 


extrakt (3 cem Extrakt 


Meerschweinchennierenschnitten 
Sie betrug z. B. in einem Ansatz mit Kaninchennieren- 
15 mg 1|-Histidinbase + 3 cem Puffer, pu 9) 


und 


nach 2 Stunden bei 37° 70 y, nach 6 Stunden 144 y. Nach 24 Stunden 
war sie dann wieder auf 80 y abgesunken. 


VIII. Ermittlung der fiir die Histaminbildung 


optimalen H* 


-Konzentration. 


Zu zehn verschiedenen Versuchsansitzen, welche in 4ccm Tyrode- 
lésung je 15 mg 1-Histidinbase und die gleiche Menge Nierenschnitte ent- 
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hielten, wurden je 3 cem Puffer verschiedener H’-Konzentrationen zugesetzt. 
Nach 2 Stunden langem Schiitteln bei 37,5° wurden folgende Histamin 


werte ermittelt : 


Tabelle IV. 











Histamin- Histamin- > Histamin- 
PH ausbeute PH ausbeute Pu ausbeute 
des Ansatzes in 3 des Ansatzes in 3 des Ansatzes in 
j é / 
10,9 16,1 9,0 25,5 8,0 5.4 
10,0 14,0 8,7 20,0 7,7 2,1 
9,5 21,0 8,6 20,0 
9,3 21,5 8,3 23,5 


Die fiir die Histaminbildung optimale H’-Konzentration liegt also 
etwa bei pu 9. Das angefiihrte Versuchsbeispiel ist kurvenmaBig in 


Abb. 7, Kurve —o—o-, darge- 
stellt. Die Kurven —e—e— und 
—x—-x— beziehen sich auf wei- 
tere Versuchsreihen mit Nieren- 
schnitten. Die Kurve —+—+— 
gibt die pu-Abhangigkeit der 
Histaminausbeute im  Nieren- 
extrakt wieder. 
IX. Ermittlung der optimalen 
Histidinkonzentration. 

Die Versuchsansatze enthalten: 
Fallende Histidinmengen in 5 ccm 
Tyrode, 3 cem Puffer, py 9, und je 
zwei Nierenschnitte. Schiitteldauer 
2 Stunden. Die erzielten Histamin- 
ausbeuten zeigt Tabelle V. In einer 
weiteren Versuchsreihe mit steigen- 
den Histidinmengen wurden die Hi- 
staminausbeuten der Tab.V Lerzielt. 


Tabelle V. 1. 
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Abb. 7. Histaminausbeuten bei 
verschiedenen H:-Konzentrationen. 
Versuchsdauer 2 Stunden; 37,5°. 


a) Bei Verwendung von Kaninchennieren- 
schnitten: Kurven —o—, —® 
b) Bei Verwendung von Kaninchennieren- 
extrakt 


Versuchsreihe. 











1-Histidinbase Histamin- 1-Histidinbase Histamin- 
Nr. angewandt ausbeute Nr. angewandt ausbeute 
mg In mg Im} 
1 50.0 18.0 6 0.50 0.3 
2 25,0 9,3 7 0,10 | 
i 15,0 5,7 8 0.05 nicht 
4 5,0 3,2 9 0,01 | mebbar 
5 1,0 0.8 19 0.005 
Tabelle VI. 2. Versuchsreihe. 
l-Histidinbase Histamin- 1-Histidinbase Histamin- 
Nr. angewandt ausbeute Nr. angewandt ausbeute 
mg in } mg in } 
50,0 30.6 3 200.0 40,0 
2 100 26.6 4 500.0 33,8 
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X. Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur. 


Vier gleichartig angestellte Versuchsansatze mit je 15 mg |-Histidinbase 
und 2 Nierenschnitten wurden unter Stickstoff 2 Stunden bei 20, 37,5, 45 
und 55° belassen. Die erhaltenen Histaminausbeuten waren dann 20,0, 
26,0, 11,3 bzw. 4,5 y Imido. Die gréBte Ausbeute wurde also bei 37,5° 
erzielt. 
XI. Histaminausbeuten bei verschiedenen Gasatmospharen. 


Je ein Ansatz der Zusammensetzung, 15 mg |-Histidinbase + 4 ecm 
Tyrodelésung + 1 cem Puffer, py 9, + Meerschweinchennierenschnitte, 
wurde in Sauerstoff, Stickstoff und Luft 2 Stunden bei 37,5° geschiittelt. 
Die in den Ansatzen erzielten Histaminausbeuten betrugen 3,6, 2,7, 
3,3 7 Imido; in einer gleichen Reihe mit Kaninchennierenschnitten 3,8, 
4,2, 3,6 y. Bei Anwendung von Kaninchennierenextrakt fanden sich unter 
Luft und Stickstoff je 21 7 Imido. 


XII. Bestimmung des Decarboxylasegehalts von Extrakten aus frischem und 
Aceton-Ather getrocknetem Nierengewebe. 
Versuchsbeispiele. 15 mg 1-Histidinbase in 5 cem Tyrodelésung gelést 
3ccem Puffer, py 9, werden in Stickstoff bei 37,5° unter Zusatz von 
1. Nierenschnitten, 2. 2 ccm Extrakt aus frischer Niere, 3. 2 cem Extrakt 
aus Nierenpulver 2 Stunden geschiittelt. In zwei verschiedenen Versuchs- 
reihen wurden folgende Histaminausbeuten erzielt (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 








= s , Histaminausbeute in y Imido 
Ansats Art des Priiparates | Serena are 
Nr. || Versuch I Versuch II 
1 PROPOGRINMG. 2 ks 6 ees 32,0 30,0 
2 iBPODORIOONE oka 6k eos be ete 12,5 15,8 
3 Nierenpulverextrakt ........ 0,0 0,0 


XIIT. Hemmung der Decarboxylase durch Blausdure. 

Zu Ansiatzen, die in der vorstehend beschriebenen Weise hergestellt 
waren, wurde KCN zugesetzt. Die Lésungen waren dann an Blausaéure 
a) 0,0001, b) 0,001 molar. Die dabei erhaltenen Histaminausbeuten waren 
folgende: 


Tabelle VIII. 





Histaminausbeute in y Imido 


Ansats Art des Priparates Vevanah I Wassnoh if 
Nr. mit Blausdure mit Blaus&ure 
1 iatenpeaniite 25, bow 6 8 aS a 13,6 a 28,0 
2 PIOPOROEAMORS 6 wk se oH eS a 3,9 a 0,9 
3 Nierenpulverextrakt. ....... a 0,0 a 0,0 
4 Nierensemnitte 2... 2. b 2.8 b— 
5 Ly a er ae b 0,0 b 0,0 


Im Nierenextrakt wird die Decarboxylase durch die gleiche Blau- 
siuremenge also starker gehemmt als im intakten Gewebe. 
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XIV. Hemmung der Decarboxylase durch Schwermetallsalze. 


Versuchsbeispiel. 1. Ansatz: 15 mg |-Histidinbase + 5 cem Tyrodelésung 
3cem Puffer, py 9 + 1 eem Kaninchennierenextrakt. 2. Ansatz: Wie | 
CuSO, (Ansatz 0,001 molar). 3. Ansatz: Wie 1, jedoch + FeSO, (Ansatz 

0,001 molar). Die Histaminausbeuten betrugen im 1. Ansatz 20 y, im An- 
satz mit Kupfersulfat 12,5 ¥, im Ansatz mit Eisensulfat 15 y Histamin- 
dichlorhydrat. 
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Desaminierung und spezifisch-dynamische Wirkung. 
Von 
Alexander Szakall. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie Dortmund- 
Miinster. ) 
(Eingegangen am 1. April 1937.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die spezifisch-dynamische Wirkung (s.-d. W.) nach EiweiBzufubr 
wird nach der Ansicht von Grafe! durch das Freiwerden von NH, bei 
der Desaminierung der Aminosauren bzw. durch die Umwandlung von 
NH, in Harnstoff hervorgerufen. Hiernach miiBte man einen quanti- 
tativen Zusammenhang zwischen NH,-Abspaltung und Warmebildung 
erwarten. Eine von Grafe ausgefiihrte Zusammenstellung der Versuche 
von Rubner, Grafe, Terroine und Bonnet, ferner Lundsgaard', brachte 
tatsichlich das tiberraschende Ergebnis, daB der Quotient Extra- 
kalorien N-Zufuhr trotz der auBerordentlich verschiedenen Methodik 
eine Konstante ist, die nur zwischen 8,0 und 8,4 schwankt. 

Zu der Grafeschen Auffassung stehen die Versuche von Lusk?, die 
neuerdings auch von Szakall> bestatigt wurden, in Gegensatz. Lusk 
fand, daB die Glutaminsaéure, obwohl sie desaminiert wird, keine, 
Szakall, daB sie nicht immer eine s.-d. W. hervorzurufen vermag. Die 
Sonderstellung der Glutaminsaure wird dadurch weiter gekennzeichnet, 
daB sie eine Senkung der Rektaltemperatur bewirkt. Alle anderen 
untersuchten Aminosiuren rufen dagegen sofort nach der Einspritzung 
eine Zunahme der Rektaltemperatur hervor. Aus Szakdlls Versuchen 
geht weiter hervor, daB das AusmaB der s.-d. W. von der Art und Menge 
der intravenés eingefiihrten Aminosaure relativ unabhangig ist. Der 
Grafesche Quotient schwankt in diesen Versuchen zwischen 2,0 und 33,0. 
Eine der Steigerung der Aminosauredosis (nach Verdoppelung der ein- 
gefiihrten Glutaminséure) entsprechende Zunahme der s.-d. W. ver- 
miBten auch David, Rapport und Beard *. Ebenso feblte ein quantitativer 
Zusammenhang zwischen der Menge der eingefiihrten Aminosaure 
(Glykokoll, Alanin und Pepton) und der GréBe der s.-d. W. in den 
Versuchen von FE. Breton und @. Schaeffer ®. 

Der Grafesche Quotient besitzt nach dem Sinn der Theorie nur 
dann Giiltigkeit, wenn das eingefiihrte EiweiB bzw. seine Bausteine 


' Klin. Wochenschr. 1934, I, S. 793. — 2 The elements of the science of 
Nutrition 1928 (Ausgabe: Saunders, London u. Philadelphia). —- * Diese 
Zeitschr. 269, 196, 1934. - 4 J. of biol. Chem. 80, 413, 1928. mie; f. 


Séances Soc. biol. Fil. Associés. 115, 854 u. 858, 1934. 
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gleichzeitig mit der erhédhten Warmebildung quantitativ desaminiert 
und in Ammoniak bzw. Harnstoff umgewandelt werden. Dagegen steht 
aber fest, daB ein Teil der Aminosauren den Kérper unverandert durch 
die Nieren verlaBt, ein anderer Teil retiniert werden kann, ohne des- 
aminiert zu werden (O. Neubauer!, Levene und Kober®, C.G. Wolff). 
Nach der Desaminierungstheorie diirfte man demnach eher ein kon- 
stantes Verhaltnis zwischen Warmebildung und der Erhéhung der 
N- bzw. Harnstoffausscheidung im Harn erwarten. Gleichzeitig mit 
der s.-d. W. wurden aber Harnstoffbildung und N-Umsatz im lang- 
dauernden Versuch bisher nicht gemessen. Die Versuche von AKuthy 
zeigen zwar, da nach Eiwei®fiitterung das Maximum der Zunahme 
des Amino-N Hg, also der Aminosauren im Blute, mit dem Héchstpunkt 
der s.-d. W. zusammenfallt, lassen aber offen, ob die Desaminierung 
bzw. die Harnstoffbildung schon in diesem Zeitpunkt stattfindet. Das 
Einsetzen der Desaminierung in diesem Moment ist auf Grund der 
Versuche von Folin und Mitarbeitern® zu bezweifeln, da die Steigerung 
des Harnstoffgehalts in Blut und Harn (nach Verfiitterung von Gelatine) 
erst relativ spat eintritt: zu einem Zeitpunkt, in dem der Amid-N im 
Blute bereits wieder gesunken ist. Die Zunahme des Harnstoff-N 
erfolgt erst 3 Stunden nach der Fiitterung, also zu einer Zeit, wo die 
,High-time of metabolism‘: schon voriiber ist. 


Methodik. 


Unsere Versuche wurden insgesamt an fiinf Hunden ausgefiihrt. Im 
Laufe jedes Versuchs wurden fiinf bis zehn einstiindige Respirationsversuche 
durehgefiihrt. Zwischen den einzelnen Versuchsabsehnitten lag eine Pause 
von etwa 5 bis 10 Minuten. Um den respiratorischen Umsatz mit dem 
N-Umsatz bzw. der Carbamidbildung vergleichen zu kénnen, war es not- 
wendig, die gewonnenen Werte den Tagesstunden entsprechend kurven- 
maBig zusammenzustellen. Aus den hintereinander folgenden Stunden- 
versuchen wurden die in der Umsatzkurve (s. Abb. 1) aufgezeichneten 
Mittelwerte berechnet. Wir hielten dieses Verfahren fiir berechtigt, da 
zwischen den einzelnen Stundenversuchen nur Pausen von 5 bis 10 Minuten 
lagen. 

Eine 5 bis 10 Stunden dauernde Beobachtung des Umsatzes wurde 
durch entsprechende Dressur des Versuchstieres erméglicht. Wahrend man 
vielfach die kurzfristigen Versuche bevorzugt (Lundsgaard®), weil es nicht 
gelinge, Hunde langer als 10 bis 15 Minuten ruhig zu halten, stellte es sich 
bei den von uns ausgefiihrten Versuchen heraus, daB Hunde (Dobermann- 
rasse) zu vielstiindigem Liegen leichter zu dressieren waren als zu kurz- 
fristigem. Bei der Durchfiihrung einer solehen Dressur stieBen wir nie auf 
Schwierigkeiten. Die Tiere lagen auf einem gepolsterten Brett und waren 


' Bethe-Bergmanns Handb. d. norm. u. path. Physiol. 5, 671, 1928. 

- ? Amer. J. of Physiol. 23, 324, 1909. — *% Diese Zeitschr. 4, 234, 1912. 

— 4 Pfliigers Arch. 225, 567, 1930. — 5 J. of biol. Chem. 11, 87, 1911; 12, 
141, 1912; 51, 395, 1922. 6 Skand. Arch. Physiol. 62, 243, 1931. 
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durch eine Trachealkaniile (Dauerkaniile) mit dem Benedictschen Zirkula 
tionsapparat verbunden. Um die Einwirkung der Temperaturschwankunge1 
der Umgebung auszuschalten, waren die Tiere mit einer Decke bedeckt. 
Wir sorgten dafiir, daB unter der Decke die Temperatur nur wenig um 34° ( 
schwankte. Bei langfristigen Versuchen mu man dafiir sorgen, daB der 
Hund vor dem Versuch Kot entleert. Dies gelang dadurch, daB die Tiers 
nur alle 48 Stunden gefiittert waren. Bei dieser Anordnung entleerten di 
Tiere den Kot regelmaBig wahrend der ersten 24 Stunden nach der Nahrungs 
aufnahme. — Die konstante Nahrung entsprach dem Kalorienbedarf. Sic 
bestand aus gekochtem Reis, Pferdefleisch und Nierenfett (Talg) bzw. Speck. 
Um die Darmfaulnis auf ein Mindestma8B herunterzudriicken, wurden de: 
Nahrung etwa 5g Kaolin beigemengt. Dadurch erreichten wir, daB das aus 
dem Darm sonst zur Resorption kommende Ammoniak bei den N-Be 
stimmungen im Harn nicht st6rend wirkte. Die Menge des Ammoniaks im 
Stundenharn blieb stets unter 5 mg. — 24 Stunden nach der letzten Nahrungs 
aufnahme wurden die Tiere katheterisiert. Die Blase wurde bei jeder Harn 
entnahme mit 20 cem Borsadurelésung durchgespiilt. 

Die Aminoséuren wurden intravenés (V.saphena) verabreicht. Die 
angewandten Aminoséuren waren handelsiibliche Priparate (Merck, p. A.). 
Die jeweilige Dosis wurde in 40 bis 100 cem Wasser von 37 bis 40°C aut 
gelést und warm eingefiihrt. Die Glutaminsaéure wurde mit einer ent- 
sprechenden Menge Natriumbicarbonat in Lésung gebracht. —- Die Harn 
entnahme erfolgte in stiindlichen Abstanden durch ein Dauerkatheter. Das 
Blut wurde aus der V. saphena entnommen. 

Der in 2 cem Oxalatblut bzw. in 1 cem des 1: 10 verdiinnten Harns zu 
bestimmende Harnstoff wurde durch jeweils frisch hergestelltes Urease- 
ferment (Sojabohnenmehl) in NH, umgewandelt und bei 60°C in 0,02 n 
H,SO, tiberdestilliert. Die Bestimmung des gesamten N im Harn erfolgte 
nach Kjehldahl. Der Blutzucker wurde nach Hagedorn-Jensen bestimmt. 
Das Chlor im Harn wurde nach dem Volhardschen Prinzip titriert, die 
Veraschung erfolgte nach Kordany?. 


Versuchsergebnisse. 

Da nach Fiitterung von EiweiB oder Aminoséuren 95 bis 98 °, des 
gesamten Harnstickstoffs in Form von Harnstoff ausgeschieden wird, 
hielten wir es fiir berechtigt, im Harn nur den Gesamt-N zu bestimmen 
und hiervon auf die Harnstoffbildung bzw. die Desaminierung Schliisse 
zu ziehen. In der ersten Stunde nach Zufuhr von Aminosauren betrug 
aber in unseren Versuchen der Gesamt-N-Gehalt des Harns etwa ein 
Drittel des eingefiihrten Aminosaéure-N. Da sich nach Folin und Mit- 
arbeitern die vermehrte Harnstoffausscheidung erst einige Stunden 
spiter geltend macht, war nicht anzunehmen, daB diese sofort nach 
Aminosaurezufuhr erscheinende N-Menge auf die Bildung von Harnstoff 
zuriickzufiihren ist. Die initiale Steigerung der N-Ausscheidung muBte 
vielmehr auf die Ausscheidung von unveranderten Aminosauren bezogen 
werden, zumal sie von einer etwa 1 Stunde dauernden Diurese begleitet 
war. Tabelle I enthalt eine Gegeniiberstellung der N-Zufuhr (Grafe scher 
Quotient), der N-Ausscheidung im Harn und der s.-d. W. 
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126 A. Szakall: 


Die zusatzliche N-Ausscheidung (Spalte 7) wurde in der Weise berechnet, 
daBi von der gesamten N-Ausscheidung nach Aminoséurezufuhr der de: 
Beobachtungszeit entsprechende Ruhewert abgezogen wurde. Die folgende 
Spalte 8 zeigt, wieviel °,, des eingefiihrten N im Harn erschienen ist. Die 
Spalten 9, 10 und 11 zeigen den Umfang der Umsatzsteigerung. Sie ist 
nach drei verschiedenen Methoden berechnet. In der Spalte 9 ist von dem 
Tagesumsatz mit Aminoséure der der Beobachtungszeit entsprechende 
Tagesgrundumsatz (G. U.) abgezogen. Es handelt sich hier also um eimen 
Vergleich des Umsatzverlaufes mit und ohne Aminosiéurezufuhr. In der 
Spalte 10 ist die s.-d. W. auf Grund des am Tage des Versuchs gewonnenen 
Ausgangswertes berechnet (d. hh. Umsatz mit Aminosdiure — Ausgangswert 
mal Beobachtungszeit). In der Spalte 11 ist nur die Dauer der Umsatz- 
erhéhung beriicksichtigt, d. h. die ersten 4 Stunden nach der Aminosaure- 
zufuhr. Von diesem Wert ist der am Tage des Versuchs gewonnene Aus- 
gangswert abgezogen worden. Da diese Berechnungsart von den meisten 
Forschern angewandt wird, wurden bei der Berechnung des Quotienten 
Extrakalorien/N-Zufuhr oder N-Ausscheidung im Harn (Spalten 12 bis 14) 
diese Werte beriicksichtigt. 

Diese Versuchsreihe bestatigt die von Szakdll (|. ¢.) beschriebene 
Beobachtung, daB das Ausma der s.-d. W. von der Art und Menge der 
eingefiihrten Aminosiure weitgehend unabhangig ist. In den beiden 
Glutaminsaureversuchen ist die Umsatzsteigerung verschwindend gering. 
Wenn man die Extrakalorien der N-Zufuhr gegeniiberstellt, wird es 
klar, daB auch der N-Gehalt der Aminosauren nicht maBgebend fiir die 
Warmebildung sein kann. Die Zahlen,in Spalte 12 erwecken den Ein- 
druck, daB das Verhaltnis zwischen Extrakalorien: N-Zufuhr mit 
steigender N-Zufuhr sinkt. Je geringer die N-Zufuhr ist, um so mehr 
Warme wird relativ gebildet. Obwohl die auf Grund der gesamten und 
zusatzlichen N-Ausscheidung im Harn berechneten Quotienten gréBere 
Streuungen zeigen, erwecken sie doch den gleichen Eindruck. Nach 
Spalte 8 erscheint nur ein Teil des in Form von Aminosauren eingefiihrten 
N im Harn. 

Die beschriebenen Versuche zeigen die Notwendigkeit einer Be- 
stimmung des von der Desaminierung stammenden Stickstoffs. Nur 
ein Vergleich dieses N mit der gleichzeitig gebildeten Warme erlaubt 
den Zusammenhang zwischen Warmebildung und Desaminierung zu 
beurteilen. Aus diesem Grunde wurde in einer zweiten Versuchsreihe 
der Harnstoffgehalt des Blutes und des Harns bestimmt. Um die 
Natur der Vorgange nach Aminosaurezufuhr noch griindlicher beurteilen 
zu kénnen, wurde ferner das Verhalten der Phosphat- und Chloraus- 
scheidung im Harn und der Blutzucker beobachtet. 

Die Versuche sind in den Tabellen II bis V und den Abb. 1 bis 4 
zusammengestellt. Untersucht wurden: Glykokoll, Glutaminsaiure und 
Natriumacetat. Die Na-Acetatversuche waren notwendig, weil das 
Glykokoll wie auch die Glutaminséure bei intravenéser Verabreichung 
eine Verschiebung der Blutkonzentration hervorrufen. Durch die 
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Zufuhr einer N-freien aber gleichkonzentrierten Lésung ist zu ent- 
.cheiden, ob die Folgeerscheinungen der Konzentrationsverschiebung 
zuzuschreiben sind. AuBerdem gelingt es mit Hilfe des Acetatversuchs 
die unverandert ausgeschiedene bzw. retinierte Aminosaéure und den auf 
die Aminosauren fallenden Anteil des Harnkarbamids zu_ berechnen. 
Nach Lundsgaard (J. c.) vermag namlich das Acetat obwohl es 
N-frei ist — eine s.-d. W. hervorzurufen. Dieser Befund wurde auch 
von Szakall (1. ec.) bestatigt. Der Acetatversuch stellt also einen Leer- 
versuch dar, wobei sich der Ausdruck ,,leer*S auf den beim Na-Acetat 
fehlenden N_ bezieht. 

Sowohl nach Aminoséure- als auch nach Na-Acetatzufuhr erreicht 
die Umsatzsteigerung in der ersten Stunde ihr Maximum; am gréBten 


Tabelle Il. Ruheversuch. 





—Ts Analysen im Harn Analysen im Blut Umsatz 
Rektal- one eee ane Wen ea the 
Toi tempe- nie Harn-  Harn- Blut- 
Zeit ratur Menge p, oO, Cl Ges.-N  ctoff-N| stoff-N zucker RQ Cal. 
oC ecm g g g g mg-9/ >, 0/5 Std. 
Oh 38,1 


15’ | 38,2 
30 | 88,3 
45 38,3 
1 38,3 15 0,018 0,021 0,094 0,054 12,9 0.081 0.69 29.2 
15 38,3 
30 | 38.4 
45 | 885 
2 38,4 18 0.023 0.015 0121 0,056 13,8 0,079 0,71 304 
15 38.5 
30. 38.5 
5 || 38,4 
3 38,3 22 0,029 0,017 0,100 0,058 14.1 0,082 0,72 31,2 
15 | 38,3 
30 | 38,2 
45 | 382 
4 38,1 15 0.027 0,007 0,089 0,040 _ — 0,73; 31,7 
15 | 38.1 
30 | 38,1 
45 | 38,2 
5 38,1 15 0,035 0,010 0,089 0,051 12.3 0,076 0,73 30,5 
15 381 
30 38,2 
45 383 
6 38,3 20 0.031 0.003 0,967 0,030 = 0,082 0,73 30,2 
15 | 383 
30 | 38,3 
45 3884 
38.4 20 0.041 0.007 0.102 0.046 12,0 ~- 0,71; 31,2 
15 | 38,4 
30 = 385 
45 | 38.5 
8 38,4 99 0.035 0,007 0,096 0,047 pon a 0. 


~I 


~~! 


22 31,0 


Summe (8 Std.): | 0,239 0,087 0,758 0,382 — _ 245.4 
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Tabelle ITI. 





A. 


Szakall: 





Bei Oh 20g Glykokoll intravenés eingefiihrt (Mittel 
wert aus finf Einzelversuchen). 





Rektal- 
tempe- 


Zeit ratur 


0c 


38,1 
38,1 
38,1 
38,2 
Oh 38,2 


15’ 38,1 
30 38,2 
45 | 383 
1 38.4 
15 | 38,5 
80 | 38,5 
45 | 38,6 


2 38,7 
15 || 38,7 
30 | 38,8 
45 | 38,8 

> 38.8 
15 | 38,8 
30 38.9 
45 | 38,9 

4 38.9 
15 | 388 
30 38,8 
45 | 38,7 


5 38,7 
15 || 38,7 
30 || 38,6 
45 | 38,6 

6 38,6 

15,|| 38,6 

30 | 38,6 

45 | 38,6 

38,6 

15 | 38,6 

30 || 38,5 

45 | 38,5 

8 38,5 


~I] 


Summe (8 Std.): 


Harn- 
menge 


ecm 


259 


33 


or 
bo 


49 


46 


34 


P20; 
g 


0,022 


Analysen im Harn 


Cl 


£ 


0,075 


Ges.-N 


4 


0,256 


Harn- 
stotf-N 
mg-9/ 


0,143 


Analysen im Blute 


Harn- 


Blut- 


stoff-N zucker 


4 


14,1 


Zufuhr von 20g Glykokoll 


0,113 


0,018 


0,006 


0,018 


0,038 


0,076 


0,064 
0,376 


0,535 


0,088 


0,039 


0,035 


0,022 


0,017 


0,011 


0,007 
0,754 


1,278 
—_ 
0,389 
0,432 
0,432 
0,444 
0,337 


0,320 
4,020 


0,301 


0,172 


0,254 


‘0,331 


0,293 


0,318 


0,264 


0,182 
2,115 


16,9 


18,6 


24,9 


26,8 


28,7 


26,4 


24,8 


24,5 


20.6 


0 
0 


0,084 


0,098 


0,088 


0,085 


0,077 


0.077 


0,081 


0,076 


Umsatz 

rq. | © 

Std 
0,78 | 29.7 
0.85 | 38.7 
0,85) 38,0 
0,82 | 36,4 
0,78; 35,3 
0,77 | 34,5 
0,76 | 33,2 
0,76 | 32,7 
0,76} 82,2 
281,0 


ist sie nach Zufuhr von Glykokoll und Na-Acetat, nach Glutaminsaure 
erheblich kleiner. 
zufuhr betrachtlich; bei Na-Acetat zwar geringer, aber doch deutlich. 


Der Harn enthalt in den Versuchen mit Aminosauren iiber | g N. 


Die sofort einsetzende Diurese ist bei Aminosaure- 


Das 


N-freie Na-Acetat vermag den Harn-N in viel geringerem Mae zu 
erhéhen. Die Zunahme der N-Ausscheidung in Verbindung mit der 


Diurese lat darauf schlieBen, da& der Organismus bestrebt ist, die 
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fabelle 1V. Bei Oh 20g Glutaminsaéure intravendéds eingefiihrt 
(Mittelwert aus zwei Einzelversuchen). 





Baktal: ane _ Analysen im Harn is Analysen im Blate ; _Umsatz 
~mpe- arn- . 
Zeit yest menge | P.O; Cl Ges.-N a pres a RQ. Cal. 
0C cem g £ g g mg lo Std. 
38,3 
38,3 
38,3 
38,4 
Oh 38,3 29 0,005 0,027 0,117 0,058 15,0 0,072 0,75 31,6 
Zufuhr von 20 ¢ Glutaminsaure 
15'|| 38,1 
30 = 38,0 11,8 0,096 
45 38,0 
1 38,0 285 0,021 0,071 1,191 0,287 12,3 0,098 0,77 35,1 


15 38.2 
80 =38,4 
45 38.5 
2 38.6 70 =: 0.004 «0.0385 0.390 0,126 12.4 0.091 0,78 35,5 
15 3886 
80 =. 338.6 
45 38,6 
3 38,5 29 «0,001 0,024 0,207 0,117 14.4 0,990 0,76 34,7 
15 88.7 
30 38.7 
45 388 
4 38,8 26 0,019 0,027 0,178 0,107 14,7 0,091 0,74 34,0 
15 || 38.7 
3 88,8 
45 388 
5 38,8 24 0,031 0,029 0,128 0,108 13,7 0,088 0,75 33,4 
15 38.8 
30. = 88.9 
45. 388 
6 38,7 27. ~=«-0,098 0,033 0,181 0,151 12,5 0.084 0,75 83,5 
15 38,7 
30 38.7 
45 38,7 
7 38,6 23 «0,086 0,023 0,112 0,088 13,0 0,076 0,75 33,0 
15 386 
80 »=—388.6 
45 | 38,7 
8 38,7 21 0,101 0,018 0,121 0,088 12,2 — 0,72} 32,9 


Summe (8 Std.): 0,361 0,260 | 2,508 1,072 272,1 


plétzliche Zunahme der Blutkonzentration durch Verdiinnung und 
Ableitung durch die Nieren abzuwehren. Da eine gleichkonzentrierte 
Na-Acetatlésung eine viel geringere Diurese verursacht, mu es sich 
auch um eine spezifische Reaktion auf Aminosauren handeln. Der 
Acetatversuch lehrt weiter, dais ein Teil der N-Menge im Harn nach 
Aminosaurezufuhr aus Bestand-N stammt. DaB der gréBbte Teil aber 
unverandert ausgeschiedener Aminosaure entspricht, folgt aus der 
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Tabelle V. 


Bei Oh 20g Natriumacetat intravenos 


A. Szakall: 





eingefiihrt. 





Rektal- 
tempe- 


Zeit ratur 


oC 


88,3 
38,3 
38,4 
38,4 
Oh 38,4 


15’ 382 
80 383 
45 38.4 

1 38,4 

15 386 

30 38,7 

45 3889 

39,0 

15 390 

30 =. 38,9 

45 389 

3 38,8 
15 38.7 
30 387 
45 387 

4 38,7 

15 386 

30 386 

45 386 

38,6 

15 386 

30 =. 338.6 

45 385 

6 38.3 
15 384 
30 384 
45° 384 

38.5 

5 385 

) 88.5 

8 38,5 


bho 


or 


~I 


Harn- 
menge 


ecm 


16 


36 


ho 
~I 


Summe (8 Std.): 


P.O; 


4 


0,009 0,049 0,145 


Analysen im Harn 


Cl 
g 


Ges.-N 


g 


Harn- Harn- 

stoff-N stoff-N 
g mg-°/, 

0,063 13,2 


Zufuhr von 20g Natriumacetat 


0,025 . 


0,043 


0,040 


0,051 


0,128 


0,040 


0,032 


0,039 
0,398 


0,100 


0,049 


0,037 


0,030 


0,027 


0,024 


0,022 


JEG 


0,027 


0,316 


0,322 


0,190 


0,126 


0,132 


0,099 


0,092 


0,087 


0,107 
1,155 





12,7 
0,200. 11,2 
0,111 ib Bay 
0,061 96 
0,062 9,6 
0,067 11,0 
0,058 10,0 
0,049 oo 
0,061 a 
0,669 





Analysen im Blute 


Blut- 
zucker 
0 


0 


0,081 


0,081 


0,084 


0,093 


0,100 


0,088 


0.081 





—_ 

RQ. Cal 

Std 
0,72 27,8 
0,74 36,4 
0,73 344 
0,77 34.0 
0,79 82.4 
0.77 32.0 
0,74 31,8 
0,73 33,4 
(0,73 35,4 


Tatsache, daB die Harnstoffausscheidung in der ersten Stunde in allen 


269.8 





drei Versuchen gleich ist; in den Aminosaiureversuchen betragt sie also 
nur einen geringen Bruchteil des gesamten N, 


Fiir die Differenz zwischen Gesamt- und Harnstoff-N spielt der 
Ammoniak-N keine Rolle, da die Menge des NH, im Stundenharn in 
den Glutaminsiureversuchen etwa 1 mg, in den Glykokollversuchen 


etwa 5 mg betrug. Da das N-freie Na-Acetat die Harnstoffausscheidung 
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Abb. 3. 
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132 A. Szakall: 


im gleichen Mabe wie Aminosauren zu steigern vermochte, kann die 
Zunahme der Harnstoffausscheidung in der ersten Stunde keine Wirkung 
der Aminoséuren sein; sie stammt aus Bestandharnstoff und ist durch 
die vermehrte Harnbildung bedingt. 

Schon in der ersten halben Stunde nach Aminosaurezufuhr erfahrt 
der Blutzucker eine Zunahme. Nach Na-Acetatzufuhr dagegen bleibt 
er zunachst unverandert. Ebenso verhalt sich auch der respiratorische 
Quotient (RQ.). Auffallend ist, daB in den Glutaminsaureversuchen, 
obwohl dort die Zunahme des Blutzuckers am gr6Bten ist, nur eine ganz 
geringfiigige Zunahme des RQ. zu sehen ist. 

Wahrend nach Glykokollzufuhr Phosphat und Chlor gleichzeitig 
mit der Zunahme der Harnbildung in groBen Mengen ausgeschieden 
werden, bleibt die Menge dieser Stoffe im Harn nach Glutaminsaurezufubr 
vanz gering. Na-Acetat vermag dagegen die Phosphat- und Chlor- 
ausscheidung zu steigern. Nur in dem Glykokollversuch zeigt die Kurve 
des Blutharnstoffs eine geringe Zunahme: in dem Glutaminsaureversuch 
sinkt die Kurve, im Na-Acetatversuch bleibt sie unverandert. 

Nach Zufuhr von Glutaminsaure sind die Tiere stark benommen. 
sie erbrechen, dispnoe tritt uf, die Pupillen sind maximal erweitert. 
Nach etwa 5 bis 10 Minut — sind diese Erscheinungen voriiber. Bei 
einer jungen Hiindin trat n: = Zufuhr von 15 g Glutaminsaure innerhalb 
einiger Minuten durch Her: .hmung,der Tod ein. 

In den folgenden Stun en nihert sich der Umsatz dem Ausgangs- 
wert: dieser wird aber bis zum Ende der achten Stunde nicht erreicht. 
Die im Laufe des Tages auch ohne Aminosaurezufuhr stattfindende 
Umsatzsteigerung ist be. diesem Hund ebenfalls gering und verzégert. 
Ist dagegen bei einem Hu | das Ausmaf} der normalen G. U.-Steigerung 
im Laufe des Tages gr6! er und tritt schneller auf, so zeigt die s.-d. W. 
ebenfalls einen schnelleren Verlauf, erreicht schon nach 3 bis 4 Stunden 
den Ausgangswert und ist gr6éBer (Szakdall, |. c.). Dem verzégerten 
Verlauf und dem geringen AusmaB®B der s.-d. W. entspricht das Ver- 
halten der Rektaltemperatur. Die Zunahme erfolgt allmahlich und 
langsamer als man nach dem Verlauf des Umsatzes erwarten diirfte. 
Nur in dem Acetatversuch verlauft sowohl die Zunahme wie auch die 
Abnahme der Koérpertemperatur etwas flotter. 

Mit der Abnahme der Diurese in der zweiten Stunde gehen die 
Gesamt- und Harnstoff-N-Ausscheidung zuriick. Es besteht aber 
immer noch eine grobe Differenz zwischen Harnstoff-N-Anteil und 
Gesamt-N. Die beiden Kurven nahern sich im Laufe der weiteren 
Stunden nur allmahlich. Es ist daher anzunehmen, da die Ausscheidung 
von unveranderten Aminosduren einige Stunden lang anhalt. Nur in 
dem Glykokollversuch erfahrt die Kurve des Blutharnstoffs und des 
Harnstoffs im Harn eine deutliche Veranderung. Der Anstieg des 
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Blutharnstoffs erfolgt allmahlich, der Héchstpunkt wird in etwa 
4 Stunden nach der Glykokollzufuhr erreicht, also zu einer Zeit, wo 
der Umsatz schon betrachtlich zuriickgegangen ist. Der Verlauf der 
Kurve der Harnstoffausscheidung im Harn entspricht vollkommen der 
Blutharnstoffkurve. Der Héchstpunkt dieser beiden Kurven fallt mit 
dem héchsten Wert der Rektaltemperatur vollkommen zusammen. 
Nach Zufuhr von Glutaminsidure sinkt das Gesamtniveau der Blutharn- 
stoffkurve gegeniiber dem Ausgangswert: nur eine ganz geringfiigige 
Zunahme ist etwa 4 Stunden nach der Glutaminsaurezufuhr zu er- 
kennen. Die Harnstoffausscheidung im Harn ist dementsprechend 
gering. — Im Natriumacetatversuch ist das Niveau der Blutharnstoff- 
kurve noch niedriger: diese erfahrt auBerdem im Laufe des Versuchs eine 
allmahliche Senkung. Die Harnstoffausscheidung im Harn ist in den 
ersten beiden Stunden nach der Acetatzufuhr erhdht, spater gleicht sie 
dem Ausgangswert. 

In den Aminosaureversuchen erfaihrt die Blutzuckerkurve bis zum 
Ende des Versuchs eine allmahliche Senkung, die in dem Glutamin- 
sdureversuch sehr langsam erfolgt. Im Acetatversuch erfolgt die Zu- 
nahme des Blutzuckers etwas spaiter. Der RQ. entspricht in allen drei 
Versuchen der Blutzuckerkurve. 

In den Aminosadureversuchen sinkt bis zur dritten Stunde nach 
Aminosaurezufuhr die Phosphatausscheidung im Harn fast bis Null. 
Von hier ab steigt sie wieder mehrere Stunden lang iiber den Ausgangs- 
wert hinaus. Die gesamte Menge des ausgeschiedenen Phosphats ist in 
allen Versuchen gréBer als im Ruheversuch. — Die Chlorausscheidung 
im Harn sinkt im Glykokollversuch bis zum’ Ende des Versuchs all- 
mahlich. In dem Glutaminsaure- und Na-Acetatversuch dagegen bleibt 
sie wahrend der Dauer des Versuchs glei:h. Die Ausscheidung ist dabei 
héher als im Ruheversuch. Die Chlorausschéidung ist in allen Ver- 
suchen gesteigert, am meisten im Glykokollversuch. 


Besprechung. 


Berechnen wir die Umsatzsteigerung auf Grund des jeweiligen 
Ausgangswertes, so ergibt sich: 





Glykokoll Glutaminsaure Na-Acetat 
Umsatz in 8 Std. Cal . . . 281 272 270 
Abziiglich G.U,. rae eae 238 253 222 
Extrakalorien....... 43 19 48 


Zu diesen Versuchen wurde ein Hund gewahlt, der auf Glutamin- 
sdurezufuhr reagierte. Nach unseren Erfahrungen kénnen die Versuchs- 
tiere fiir Glutaminsiure empfindlich gemacht werden, wenn man sie 
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lange kalk- und phosphatarm ernihrt. Zusatz von Knochenmehl zu 
der Nahrung bringt daher die Empfindlichkeit zum Verschwinden. 
Durch Zusatz von Knochenmehl wird die Empfindlichkeit des Tieres 
auch gegentiber anderen Aminosauren erheblich herabgesetzt. Lusk (1. ¢.) 
fand in seinen Versuchen die Glutaminséure wahrscheinlich deshalb 
unwirksam, weil er in der Nahrung Knochenmehl verfiittert hat. 
Vergleicht man die N-Zufuhr mit den gebildeten Extrakalorien. so 
gelangt man zu folgenden Zahlen. 
Glykokoll . . . . . 43Cal:3,74g N 11,5 Cal pro lg N 
Glutaminséure. . . 19Cal:1,91gN 10,0 Cal pro lg N 
DaB es sich bei dieser Uhereinstimmung um einen Zufallsbefund 
handelt, beweist die Berechnung des Umfangs der Desaminierung und 
des N-Anteiles, der auf unverandert ausgeschiedene Aminosauren fallt. 
Die Menge des aus den Aminosduren stammenden Harnstoff-N 
laBt sich nach Beriicksichtigung der Harnstoffausscheidung nach 
Zufuhr von N-freiem Na-Acetat berechnen. 





Glykokoll | Glutaminsiure Na-Acetat 


£ £ 4 
Harnstoff-N im Harn (8 Std.) ... . 2,12 1,07 0,67 
Abziiglich Harnstoff-N nach Na-Acetat 0,67 067 . 
ppoeemninreeer ON kw. og 6 eS es 1,45 0,40 


Es wurden demnach 39%, Glykokoll und 31% Glutaminséure des 
in Form von Aminosauren eingefiihrten N desaminiert. Die pro 1 g 
Harnstoff-N gebildeten Extrakalorien betragen also 
Glykokoll . . . .... . . 48Cal: 1,45g N = 29,7 Cal 
Glutaminséure. .... . . 19Cal:0,40g N = 47,5 Cal 


Die Menge der unverindert ausgeschiedenen Aminosauren laBt sich 
abschitzen, wenn man die Harnstoffausscheidung in den einzelnen 
Versuchen und die gesamte N-Ausscheidung im Acetatversuch beriick- 





sichtigt. 

Glykokoll Glutamins&éure Na-Acetat 
Gesamt-N-Ausscheidung (8 Std.) in g. 4.020 2,508 1,155 
Abziiglich Harnstoff-N ....... 2,115 1,072 0,669 
Rat hd dea Gt oe Ge ra rk Date ene ale 1,905 1,436 0,486 
Abziiglich Acetat-Rest-N . . . . ; 0,486 — 0,486 
Amino-N (schatzungsweise) .... . 1,419 0,950 


Es wurden also unverandert 38°, Glykokoll und 50°, Glutamin- 
siure der eingefiihrten Aminosauren ausgeschieden. 
Der retinierte Aminosdureanteil (N) betragt demnach: 
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Glykokoll Glutaminsiéure 
( ‘' 
( 
(nverandert ausgeschieden. . . . . . 38 50 
Desamidiert wurden. ..... 39 21 
ree fete Saree 4 ee Po Ki 77 71 
Retimiert wurden .......... 23 29 


Das Resultat beweist, daB nur ein Teil. und zwar ein Drittel bzw. 
ein Fiinftel des als Aminosaure eingefiihrten N desaminiert wird. Die 
N-Zufuhr kann demnach fiir den Umfang der Warmebildung nicht be- 
stimmend sein. Nach den Versuchen von H. Borsook und G. Keighley}, 
die an iiberlebenden Leberschnitten ausgefiihrt wurden, wird bei der 
Bildung von 1 g Harnstoff aus Ammoniak | Liter O, verbraucht. Dies 
entspricht bei dem gemessenen RQ. von 1,00 5,05 Kalorien. Bei der 
Entstehung von } g Harnstoff-N (das sind 2,14 g Harnstoff) werden 
ilso 10,8 Kalorien benétigt. Die Neubauer sche? Theorie der oxydativen 
Desaminierung bestatigend fand Krebs’, da zur Abspaltung von 
| Molekiil NH, etwa !', Molekiil O, benétigt wird. Bei der Abspaltung 
von | g N werden also 0,4 Liter O, verbraucht, d. h. 2.02 Kalorien. Die 
Abspaltung von 1 g N und seine Verarbeitung zu Harnstoff erfordert 
also 12,8 Kalorien. Demgegeniiber zeigen unsere Versuche, daB bei der 
Bildung von | g Harnstoff-N nach Glykokollzufuhr 29,7, nach Glutamin- 
sdurezufuhr 47,5 Kalorien gebildet wurden. Sowohl im Glykokoll- wie 
auch im Glutaminsaureversuch ist die Warmebildung also viel gr6éBer 
als man nach der gebildeten Harnstoffmenge erwarten diirfte. Auch 
liegt kein Grund vor, anzunehmen, daB bei der Verarbeitung des Gluta- 
minséure-N der Korper anders verfahrt als bei der des Glykokolls. 
Demnach ist es héchst unwahrscheinlich, dap die Warmebildung nach 
Aminosdurezufuhr eine Funktion der Desaminicrung ist. Hierfiir spricht 
weiter der qualitative Verlauf der Vorgainge: Die Umsatzsteigerung 
der s.-d. W. setzt viel eher ein und befindet sich schon im Abklingen, 
wenn die Desaminierung ihren Héchstpunkt erreicht. Ware die Des- 
aminierung das die Oxydationssteigerung auslésende Moment, so miibte 
die Harnstoffbildung parallel mit der Umsatzsteigerung vor sich gehen. 
Hierbei kann es sich nicht um eine voriibergehende Retention des 
bereits desaminierten N handeln, da eine zu Beginn geringfiigige, spater 
aber allmahlich steigende Zunahme des Blutharnstoffs sofort durch eine 
entsprechende Zunahme des Harnstoffs im Harn zum Ausdruck kommt. 

Fiir den Eintritt der Oxydationssteigerung, die berufen ist, der 
Desaminierung spater durch die Steigerung der Kérpertemperatur cine 


' Proc. Acad. Nat. Sci. Philadelphia 19, 626, 720, 1933. 2 Bethe- 


Bergmanns Handb. d. norm. u. path. Physiol. 5, 775, 1928. > Kin. 
Wochenschr. 11, 1744, 1932. 
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giinstige Bedingung zu schaffen, muB also die Irritationslehre als Er 
klarung herangezogen werden. Die Unabhangigkeit der Oxydations 
steigerung von der Desaminierung beweist auch die Wirksamkeit des 
N-freien Na-Acetats. Der Reiz, der die Steigerung der Oxydation 
auslost, kann im Falle der intravenésen Zufuhr von Aminosauren oder 
Natriumacetat die plétzliche Konzentrationsverschiebung im Blute sein. 
Der Sitz der Erregungserscheinungen ist die Leber. Tiirkel und Wach 
stein! fanden an urethannarkotisierten Kaninchen nach Zufuhr von 10 ¢ 
Glykokoll ausschlieBlich in der Leber eine Temperaturzunahme, die 
0,7° betrug. (Dab diese Temperatursteigerung der Leber die Rektal 
temperatur nicht, wie in unseren Versuchen, zu steigern vermochte, ist 
wahrscheinlich durch die Urethannarkose bedingt.) Die Zunahme des 
Blutzuckers ist erheblich und tritt unmittelbar nach der Aminosiure 
zufuhr auf. DaB sich schon zu diesem Zeitpunkt eine Zuckerbildung aus 
den eingefiihrten Aminosauren geltend macht, erscheint uns unwalhir 
scheinlich. Die Aminosaiuren sind noch nicht desaminiert, auBerdem 
reicht die Menge der Aminosauren (Brennwert bei Glykokoll 62,2 Kalo 
rien, bei Glutaminsaiure 73,8 Kalorien) nicht aus, um den Umfang det 
Blutzuckerzunahme zu erklaren. (Etwa 50°, der Aminosauren verlieBen 
den Ko6rper unverandert!) Wahrscheinlicher ist es, die Ursache in 
einer Adrenalinausschiittung zu suchen, also in dem Zustandekommen 
der Leberirritation eine hormonale Wirkung anzunehmen.  Hierfiir 
spricht sich auch D. Jahn? aus. Die maximale Erweiterung der Pupillen 
bildet eine weitere Bestatigung. 

Die Erscheinungsform dieser Leberirritation gleicht dem bekannten 
Bild der Alteration im Splanchnikusgebiet, die mit einer Funktions- 
steigerung der Leber verbunden ist. Szakdll konnte® 45 diese Reaktion 
auch durch intravenése Einspritzung von Kallikrein auslésen. Die 
Funktionssteigerung der Leber auBerte sich’ hier ebenfalls in einer 
Steigerung des Umsatzes und der Kérpertemperatur, Zunahme des 
Blutzuckers bei gleichzeitigem Anstieg des R. Q., ferner in einer Ab 
nahme der Phosphatausscheidung bis Null, der spater ein Wiederanstieg 
iiber den Ausgangswert hinaus folgte. 

Glutaminsdure vermochte nicht immer eine Steigerung der Oxy- 
dationen hervorzurufen. Diese Tatsache und die erhebliche initiale 
Senkung der Koérpertemperatur zeigt, daB durch Glutaminséure die 
Lebertatigkeit beeintrachtigt wird. Obwohl die Blutzuckerzunahme 
einen gréBeren Umfang als nach Glykokollzufuhr erreicht, ist der Anstieg 
des RQ. relativ geringfiigig. Der Hemmung der Oxydation entspricht 
die geringe Zunahme der Kérpertemperatur: dementsprechend ist der 

' Klin. Wochenschr. 1936, II, S. 1435. 2 Verh. d. deutsch. Ges. f. 


inn. Med., Wiesbaden 1928, 8S. 103. — * Arch. f. exper. Path. u. Pharm 
166, 301, 1932. 4 Diese Zeitschr. 269, 80, 1934. — ° Ebenda 269, 92, 1934 








Is Er 
tions 
it des 
lation 


| oder 
sein. 
Vach 
110 ¢ 
7 die 
ektal 
e, ist 
e des 
aure 
g alls 
wahr 
rdem 
Kalo 
Y det 
ieBen 
ve In 
nmen 
erfiir 
pillen 


inten 
ions- 
ktion 

Die 
einer 
: des 
Ab 


stieg 


Oxy- 
itiale 
» die 
ihmie 
stieg 
richt 
| der 
@S. I. 


an. 


1934 





Desaminierung und spezifisch-dynamische Wirkung. 137 


Umfang der Desaminierung geringer bzw. der Anteil der unverandert 
ausgeschiedenen Aminosaure gréBer als nach Glykokoll. Vielleicht auch 
im Sinne einer Beeintrachtigung der Lebertatigkeit ist das abweichende 
Verhalten der initialen Phosphat- und Chlorausscheidung im Harn zu 
deuten. Da®B diese Beeintrachtigung der Lebertatigkeit nach Verab- 
reichung von Glutaminsaure auf eine Schadigung bezogen werden kann. 
zeigt uns das klinische Bild der Glutaminsaurewirkung. 


Zusammenfassung. 

Die gleichzeitige Messung der spezifisch-dynamischen Wirkung und 
des Umfanges der Desaminierung bei intravenéser Zufuhr von Glykokoll, 
Glutaminsaure und Natriumacetat ergab folgende Ergebnisse. 

1. Die N-Zufuhr bestimmt nicht das AusmaB der Umsatzsteigerung. 

2. Zwischen dem Umfang der Desaminierung und der Umsatz- 
steigerung besteht keine Beziehung. Die Umsatzsteigerung setzt viel 
eher ein und befindet sich schon im Absinken, wenn die Desaminierung 
ihren Héchstpunkt erreicht. 

3. Die Desaminierung ist keine Ursache, sondern Folge der Steige- 
rung der Oxydation nach Aminosdurezufuhr. Fiir den Eintritt der 
Oxydationssteigerung wird die Irritationslehre als Erklarung heran- 
gezogen. Die Ursache und der Mechanismus derselben werden diskutiert. 

4. Die Sonderstellung der Glutaminsaure wird durch eine Schadi- 
gung der Lebertatigkeit erklirt. 








Untersuchungen iiber die Starke. 


, 


Grenzabbau von Stirken verschiedener Herkunft bei Einwirkung ver- 
schiedener Getreideamylasen und Untersuchung der Hydrolyseprodukte. 


Von 
Alexander Tychowski. 


(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Polytechnischen 
Hochschule, Dublany bei Lwéw, Polen.) 


(Eingegangen am 18, Marz 1937.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Der ProzeB des enzymatischen Starkeabbaues ist schon seit langem 
bekannt und wurde vielfach nach verschiedenen Richtungen hin unter- 
sucht. Die gr6Bte Aufmerksamkeit wurde dem Starkeabbau durch die 
Malzamylase gewidmet. Trotzdem wird heute noch das Aufhéren der 
enzymatischen Starkehydrolyse, namentlich im Stadium des Grenz- 
abbaues, in verschiedener Weise erklart. 


A. Wohlund E. Glimm (1) schreiben diese Erscheinung dem hemmenden 
EinfluB der bereits gebildeten Maltose zu. H. Liiers und W. Wasmund (2) 
sind dagegen der Ansicht, da der hemmende Einflu8B sowohl der gebildeten 
Maltose als auch den Dextrinen zukommt. K. Sjéberg und E. Eriksson (3) 
fanden andererseits, daB eine Zugabe von Maltose waihrend der Hydrolyse 
zwar die Zuckerbildung verzégert, was jedoch ohne Einflu®B auf das End- 
ergebnis des Starkeabbaues ist. Nach H. Pringsheim (4) ist das Aufhéren 
der Starkehydrolyse im Grenzstadium auf das Fehlen des ,,Komplements 
der Amylasen*: zuriickzufiihren, was bis zu einem gewissen Grade durch 
Untersuchungen von J. Trojan (5) bestatigt wurde. R. Kuhn (6) ist der 
Meinung, da verschiedene Faktoren das Aufhéren der Starkehydrolyse 
verursachen, und zwar die wahrend der Hydrolyse entstandene und an- 
gereicherte Maltose, die Abwesenheit des ,,komplements der Amylasen“ 
in der hydrolysierten Lésung und schlieBlich die Qualitat und Quantitat 
der Aktivatoren, die sich im Malz befinden, und die fiir den weiteren Gang 
der Hydrolyse ausschlaggebend sein sollen. A. Joszt und A. Kleindienst (7) 
sind zu einer ahnlichen Auffassung gekommen. A. R. Ling und D. R. 
Nanji (8) fanden in Ubereinstimmung mit L. Maquenne und EF. Rowe (9) 
in der Starke Amylose und Amylopektin, jedoch im Verhaltnis 2: 1; iiber- 
dies stellten sie ein ahnliches Verhaltnis auch in Starken verschiedener 
Herkunft fest. G. A. van Klinkenberg (10) geht von der Annahme aus, dai 
Starke ein Gemisch von zwei mutameren Formen, «-Starke und /-Starke, 
darstellt, die, gelést im Verhaltnis 36: 64, miteinander im Gleichgewicht 
stehen. Die «-Starke soll dem Amylopektin entsprechen und soll sich allein 
mit Jod farben, wihrend die £-Starke als Amylose anzusprechen ist. In 
kiirzlich ver6ffentlichten Arbeiten geben G. Freeman und R. Hopkins (11) 
an, da beide Amylasen leicht den gleichen Teil der «- und /-Starke van 
Klinkenbergs bis 50 bis 60°, hydrolysieren, wobei die Mutarotation der 
Produkte fiir das Enzym charakteristisch und vom Substrat unabhangig 
ist. Es sollen also «- bzw. f-Amylase aus dem gleichen Starkesubstrat 
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bzw. /-Dextrine (und spater «- bzw. /}-Maltose) als Abbauprodukte 
ergeben. J. Blom, A. Bak und B. Braae (12) schreiben dagegen dem Starke- 
molekiil eine Kettenstruktur zu, wobei nach ihnen 15 Disaccharidreste eine 
Starkeeinheit bilden. Zwischen einzelnen Disaccharidresten in der Kette 
-ollen vier verschiedene Bindungst ypen auftreten. Das Verhalten der Starke 
wahrend der enzymatischen Hydrolyse deuten sie durch die Annahme, dai} 
die vier verschiedenen Bindungstypen eine unterschiedliche Widerstands- 
fahigkeit gegeniiber «- und /-Amylase aufweisen. W. Syniewski (13) hat 
nachgewiesen, daB man bei der enzymatischen Hydrolyse der Starke drei 
verschiedene Arten des Starkeabbaues unterscheiden kann, so daB man drei 
voneinander abweichende Stufen des Grenzabbaues erhalt. DaB die Starke- 
struktur nicht ohne Bedeutung fiir ihr Verhalten bei der durch /-Amylase 
hervorgerufenen Hydrolyse ist, habe ich anlaBlich der Untersuchungen iiber 
Erythrodextrine (14) festgestellt. Ferner wurde nachgewiesen (15), daB 
die Starke aus zwei verschiedenen Substanzen, naémlich aus Amylose und 
Amylopektin, zusammengesetzt ist, die sich gegen «- und //-Amylase ver- 
schieden verhalten; dabei wurde bemerkt, dai «- und /-Amylase sich am 
besten zur Priifung der Amylose und des Amylopektins eignen. 

Im folgenden untersuchte ich, wie sich die Starken verschiedener 
Getreidearten wahrend ihres Abbaues durch verschiedene Getreide- 
amylasen verhalten. Die Amylasen stammten zum Teil aus demselben 
Getreide, waren also spezifisch fiir die betreffende Starkeart, oder aber 
aus fremdem Getreide. Weiter untersuchte ich die Produkte, welche sich 
in den Abbaugrenzen, und zwar bei Einwirkung spezifischer f- und 
x + B-Amylase auf verschiedene Starken, bilden. Hierzu wurden diese 
Stoffe quantitativ abgeschieden und auf ihre Eigenschaften gepriift. 

Fir diese Untersuchungen benutzte ich Kartoffelstarke der Fabrik 
_.Lubon-Wronki‘', sowie Weizen-, Roggen-, Gersten-, Mais- und Reis- 
starke, die im reinen Zustande im hiesigen Institut hergestellt wurden. 


Versuchsteil. 


Bereitung der Amylaseausziige, Haltbarkeitsbestimmung und Priifung auf 
Maltase. 


Um die Versuchsbedingungen den natiirlichen méglichst anzugleichen, 
verwendete ich die natiirlichen wasserigen nichtdialysierten Ausziige der 
Amylasen; hierzu wurde das Getreide bzw. das Malz mit Wasser ausgelaugt. 
Da standig dieselben Ausziige verwendet wurden, muBten diese 6fters auf 
ihre Wirksamkeit gepriift werden. Als Untersuchungsmaterial diente 
Gerste, Weizen und Roggen, die Proben zu je 10 kg wurden dem gereinigten 
und durchgesehenen Getreide entnommen. Die eine Halfte der 10-kg-Proben 
diente zur Bereitung eines Auszuges aus nichtgekeimtem Getreide, die zweite 
Halfte wurde in der Versuchsmalzerei des hiesigen Instituts bei 14° gemalzt. 
Fiir Gerste wurde eine 18tagige Keimzeit, fiir Roggen und Weizen hingegen 
nur eine solche von 12 Tagen eingehalten. Das erzeugte Malz wurde bei 
einer Temperatur von 20 bis 30° getrocknet. Zur Darstellung der Amylase- 
ausziige wurden 400g Getreide bzw. Malz fein zerkleinert, mit 2000 cem 
Wasser + 40 cem Toluol versetzt und wahrend 8 bis 10 Stunden im Riihr- 
werk ausgelaugt. Die Ausziige wurden mit Papierfiltern bis zur voll- 
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kommenen Klarheit filtriert, darauf mit 20cem Toluol versetzt und be 

3 bis + 5° im elektrischen Kiihlschrank aufbewahrt. In gewissen Zeit 
abstanden wurde die amylolytische Kraft nach Lintner-Syniewski (16 
bestimmt. AuBerdem wurden die reduzierenden Substanzen des Auszuge-s 
gewichtsanalytisch bestimmt. 

Auf Grund der Untersuchungen mu festgestellt werden, dal} 
die natiirlichen Amylaseausziige aus nichtgekeimtem Getreide, mit 
Toluol versetzt und bei + 3 bis + 5° aufbewahrt, eine auBergewohnliche 
Haltbarkeit aufweisen. Im Verlaufe von 1000 Tagen veranderte sich 
ihre amylolytische Kraft fast kaum. Die unter ahnlichen Bedingungen 
aufbewahrten Malzausziige lassen in diesem Zeitraum ein sehr langsames 
Sinken der amylolytischen Kraft erkennen, immerhin zeigen auch sic 
noch eine recht bemerkenswerte Haltbarkeit. 

Gleichfalls wurde -die Wirkung eines frischbereiteten Gersten- 
auszuges auf Starke sofort und nach 500tagiger Aufbewahrung bei + 5° 
gepriift. Die Ergebnisse gibt Tabelle I wieder, aus der ersichtlich ist 
daB kein Unterschied im Wirkungsgrad der Ausziige besteht. 


Tabelle I. 











Kartotfelsturke 
Gerste Gerstenmalz 
Zeit frisch zubereitete: derselbe Auszug frisch zubereiteter derselbe Auszug 
Auszag nach 500 Tagen , Auszug nach 500 Tagen 
R-Maltose* Toh: R-Maltose  Jod- R-Maltose Jod- R-Maltose Jod- 

Min. 0/5 firbung 0/, firbung 0/5 firbung Ol firbung 

0 2.46 blau 3.76 blau 9.61 blau mit 3,76 blau 

violettem 
Stich 
60 69,70 rot- 59,44 rot- 67,40 keine 63,08 keine 
violett violett Farbung Farbung 

180 62.48 | das- 61,48 ) das- 75,66 — dasselbe 71,16 = dasselhe 
210 62,62 | selbe 61.64 | selbe 75,66 _ 72.76 

Pu 5,8 5,8 5,4 5,0 


* = Maltose, bestimmt auf Grund des Reduktionsvermiégens. 


Zur Priifung von Amylaseausziigen auf Maltase wurden 5g Maltose 
Schering-Kahlbaum in 100 cem Wasser aufgelést. In einige 50-cem-Mel 
kolben wurden je 10 cem Maltoselésung eingebracht, mit 5cem des Aus 
zuges versetzt, bis zur Marke mit Wasser aufgefiillt und 2cem Toluol 
zugegeben. Die Kontrollproben enthielten eine entsprechende Menge des 
Auszugs ohne Maltose und Maltosel6sung ohne Auszug. Von Zeit zu Zeit 
wurden Proben von je 10cem entnommen und das Reduktionsvermégen 
auf gewichtsanalytischem Wege ermittelt. Untersuchung bei 20°, ohne 
Puffergemische. Die Ergebnisse sind aus Tabelle II ersichtlich. 


Die Werte der Tabelle II ergeben, daB bei keinem der Ausziige 
Maltaseeinwirkung festzustellen war und daB die Abweichungen inner- 
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Tabelle II. 





Maltoselisung mit zugesetztem Auszug von 





Zeit Gerste Weizen Roggen Gerstenmalz Weizenmalz Roggenmalz 
Std. Maltose in g 

0 0.0878 0.0878 0.0878 0.0878 0.0878 0.0878 

1 0.0874 0.0874 0.0882 0.0895 0.0894 0.0893 
20 0.0879 0,0883 0.0885 0.0885 0.0905 0,0897 
70 0.0878 0.0883 0.0895 0.0889 0.0923 0.0892 

Pu 6.0 5.8 5.9 5.4 5,4 51 


halb der Fehlergrenzen liegen. Eine geringe Steigerung der Reduktions- 
fahigkeit ist beim Weizenmalzauszug zu verzeichnen. 


Grenzabbau von Stdrken verschiedener Herkunft bei Einwirkung verschiedener 

Amylaseausziige. Abscheidung und Priifung der Hydrolyseprodukte. 

Bei der Durchfiihrung dieser Versuche wurde wie folgt vorgegangen. 
Ein etwa 5°,iger Stiarkekleister wurde 10 Stunden im Autoklaven bei 
135 bis 137° erhitzt und hierauf bis zur vollkommenen Klarheit filtriert. 
In den Lésungen wurde der Gehalt an Trockensubstanz mit Hilfe eines 
genau gepriiften Saccharimeters nach Balling bestimmt. Die Ergebnisse 
stimmten iiberein mit den Werten, die durch Ermittlung des spezifischen 
Gewichts mittels eines Pyknometers sowie durch Austrocknen einer be- 
kannten Lésungsmenge bis zur Gewichtskonstanz erhalten wurden. In einige 
100-cem-MeBkolben wurden je 50 cem Starkelésung eingebracht, mit soviel 
cem des entsprechenden Amylaseauszuges versetzt, daB auf 1g Trocken- 
substanz 200 cem Amylaseeinheiten (unter Beriicksichtigung der Korrektur) 
fallen, mit Wasser zur Marke aufgefiillt und im Wasserthermostaten von 20° 
aufgehoben. In regelmaéBigen Zeitabstinden wurden Proben zu je 10 ccm 
hydrolysierter Lésung zur Ermittlung der Reduktionsfahigkeit (gravi- 
metrische Methode mit Fehlingscher Lésung) entnommen. Die Reduktions- 
fahigkeit wurde in °, R-Maltose ausgedriickt. Gleichzeitig wurden Kontroll- 
proben der Starkelésungen sowie der Amylaseausziige, im gleichen Ver- 
haltnis verdiinnt, untersucht. Eine Zugabe von Puffergemischen zur 
Festlegung des py-Wertes wurde vermieden, um keine fremden Stoffe in die 
hydrolysierte Lésung einzufiihren, und weil der Wasserstoffexponent 
einzelner Untersuchungen nicht allzu stark von py 5,0 abwich. Dadurch 
sind die Versuchsbedingungen den natiirlichen am ahnlichsten. Statt der 
iiblichen Temperatur von 37° wurde die von 20° gewahlt. — Zur Abtrennung 
der Hydrolyseprodukte wurde wie folgt verfahren: Ein etwa 5 °,iger Starke- 
kleister wurde 10 Stunden bei 135 bis 137° im Autoklaven erhitzt und sodann 
das Trockengewicht ermittelt. In zwei MeBkolben von 100 und 1000 cem 
wurden 50 bzw. 500 cem Starkelésung eingebracht und soviel cem der 
}-Amylaselésung bzw. der « + /-Amylaselésung zugesetzt, daB auf Ig 
Trockensubstanz der Starkelésung 200cem Amylaseeinheiten entfallen, 
sodann mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Hydrolyse ohne Pufferzusatz 
bei 20° im Wasserthermostaten. Unter denselben Bedingungen wurden die 
Blindversuche mit Amylase- und Starkelésungen angesetzt. Die auf 100 ecm 
aufgefiillte Probe benutzte ich zur Bestimmung des Grenzabbaues der 
Starke, die auf 1000 ccm aufgefiillte Probe zur quantitativen Abtrennung 
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der Hydrolyseprodukte, die sich im Stadium des Grenzabbaues in der 
Lésung befinden. Hierzu wurde die 1000-cem-Probe nach 4 Stunden 
Hydrolyse mit diinnem Strahl in ein gut emailliertes, iiber einer Flamme 
stehendes GefaB mit 100 ccm siedendem Wasser eingebracht. Die Tem- 
peratur in dem GefaB soll nicht unter 95° sinken. Zur Zerst6rung der Amylase 
wurde noch 5 Minuten bei Siedetemperatur erhitzt. Sodann wurde die 
Lésung bis auf 20°, der Trockensubstanz im Vakuum quantitativ ein- 
geengt, mit Alkohol bis zur ersten Triibung versetzt und unter standigem 
Quirlen in soviel 96 °,igen Alkohol eingetropft, daB die Endkonzentration 
des Alkohols nach Einbringen der ganzen Probe nicht unter 92°, sank. 
Das als weiBes Pulver abgeschiedene Dextrin wurde einige Male mit frischem 
95°,igem Alkohol nachgewaschen, im Vakuumexsikkator tiber H,SO, 
getrocknet, abgewogen und das hygroskopische Wasser bestimmt. Das 
rohe Dextrin wurde bis zu einer Konzentration von 10°, Trockensubstanz 
in Wasser gelést, mit Carbo ossium auf dem Wasserbad erhitzt und klar 
abfiltriert. Aus der klaren wasserhellen Dextrinl6sung wurde das reine 
Dextrin mit Alkohol, wie angegeben, gefallt. Die quantitativ gesammelten 
abdekantierten Alkohollésungen wurden bis zum voélligen Verdampfen des 
Alkohols im Vakuum eingeengt und nachher im MeBkolben bis zu 1000 cem 
mit Wasser aufgefiillt. In der Wasserl6sung wurde die Maltose aus dem 
Reduktionsvermégen der Fehlingschen Lésung ermittelt. Die Zucker- 
lésung wurde im Vakuum auf der Porzellanschale bis zur Sirupdicke ein- 
geengt und in derselben Schale zur Kristallisation, die ziemlich rasch er- 
folgte, stehengelassen. Der auskristallisierte rohe Zucker wurde abgewogen, 
in Wasser aufgelést, mit Carbo ossium gereinigt, zweimal umkristallisiert 
und im Vakuumexsikkator getrocknet. Die nach der angegebenen Vor- 
schrift abgeschiedenen gereinigten Dextrine und Zucker wurden untersucht. 


Kartoffelstirke. 

Zur Untersuchung kam Kartoffelstirke mit Amylaseausziigen aus 
Gerste, Weizen und Roggen, sowie mit Amylaseausziigen von Malzen der 
genannten Getreide. Die Ergebnisse enthalt Tabelle III, in der auch, wie 
in allen anderen Fallen, die Werte der Kontrollproben beriicksichtigt 
worden sind. 

A. Kartoffelstirke und f-Amylase aus Gerste. 
Tabelle IV. 


Stirkel6sung: 5,7027 g Substanz in 100 cem, Temperatur 20°, px 5,0. 





Zeit Substanz Maltose R-Maltose Jodfarben 
Min. g g 9% : ad 
0 0,2851 0,0053 1,85 blau 
240 0,2851 0,1787 62,64 rotviolett 


Abscheidung der Hydrolyseprodukte: 28,5135 g Trockensubstanz in 
der Starkelésung ergaben 10,6 g rohes, trockenes Dextrin und 19,0 g rohen 
Zucker. In der alkoholischen Zuckerl6sung wurden aus dem Reduktions- 
vermégen 16,9 g Maltose ermittelt, und zwar nach Abzug der R-Maltose- 
menge, die mit der Amylaselésung eingefiihrt wurde. Die rohen Substanzen 
wurden, wie oben angegeben, der Reinigung unterworfen. 

Dextrin: schneeweiBe, amorphe Substanz, schwer in kaltem, leicht in 
heiBem Wasser léslich. Das Reduktionsvermégen, mit Fehlingscher Lésung 
gravimetrisch bestimmt, ergab 0,38 °, R-Maltose. Spezifische Drehung fiir 
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Dextrinlésung von 1,7790 g¢ Trockensubstanz in 100 cem und in 100-mm- 


Rohr []30" + 191,6. 


Maltose: weiBe, kristallinische Substanz. Mit Fehlingscher Lésung 
wurden 93,48 °,, Maltose in der bei 80° iiber P,O, getrockneten Substanz 
ermittelt. Die spezifische Drehung wurde fiir die Lésung von 3,7780 ¢ 
Zucker in 100 cem und im 100-mm-Rohr zu La} = + 130,7 ermittelt. 


(Fiir reines Maltosepraparat der Firma Schering-Kahlbaum wurden ge- 


funden: 89,35°, Maltose im Trockenpraparat, [x]20° = + 132,6.) 


1,0000 g Dextrin (Trockenpraparat) wurden in 50-ccm-MeBkolben in 
Wasser gelést und soviel /-Amylaseauszug aus Gerste (bzw. soviel der 
betreffenden Ausziige) zugesetzt, daB 200cem Amylase-Einheiten auf 1 g 
Substanz entfielen, sodann mit Wasser auf 50 cem aufgefiillt und der Kolben 
in einen Thermostaten von 20° iiberfiihrt. In einem zweiten Versuch wurde 
1g Dextrin mit einer entsprechenden Menge « + /-Gerstenmalzamylase 
versetzt. Parallel wurden die Blindversuche mit Dextrinlésung ohne Amylase 
und mit Amylaselésungen angesetzt. Von Zeit zu Zeit wurder. Proben zu 
je 10cem Lésung entnommen und das Reduktionsvermégen gravimetrisch 
bestimmt und in % R-Maltose ausgedriickt. Die Hydrolyse wurde ohne 
Pufferstoffe durchgefiihrt ; wahrend derselben wurde auch das Jodfarbungs- 
vermégen ermittelt. Alle ahnlichen ¥ersuche mit Dextrinen wurden stets 
analog ausgefiihrt. Die Ergebnisse gibt Tabelle V wieder. 


Tabelle V. 














Auszug aus Gerste Auszug aus Gerstenmalz 
F . (3-Amylase) i (@ + §-Amylase) 
Zeit Substanz _ : PSR | Peet aie 
t-) s -Maltos 
; sleeves Jodfirbung adorns Jodfirbung 
Min. g 9/5 9/9 
0 0,3558 0,38 violett 0,38 violett 
60 0.2000 1,80 i” 12,80 rot 
120 0,2000 2,20 . 20,65 rot, Stich braun 
180 0,2000 2,55 s 25,25 braun 
240 (0),2000 2,90 js 28,25 Spuren von brauner 
; eer le Farbung 
PH 6,3 6,0 
B. Kartoffelstirke und « + [-Amylase aus Gerstenmalz. 


Tabelle VI. 


Stirkelésung: 6,0790 g Substanz in 100 cem, Temperatur 20°, py = 5,3. 





Zeit Substanz Maltose R-Maltose 


Min. . . Ol Jodfirbung 
0 0.3040 0,0115 3,78 blau 
240 0,3040 0,2320 76,31 keine Farbung 


Quantitative Abscheidung der Hydrolyseprodukte. Aus 30,3950 g 
Trockensubstanz in der Starkelésung wurden 7,2 g trockenes Dextrin und 
23,0 g¢ Zucker erhalten. In Alkoholzuckerlésung wurden aus dem Reduk- 


tionsvermégen 21,4 g¢ Maltose ermittelt. Die Substanzen wurden gereinigt. 
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Dextrin: 10,88°, R-Maltose, { rt 
Maltose: 92,69°, Maltose mit Fehlingsel 
130,5. 


Tabelle VIL. Hydrolyse von Dextrin mi< 
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190.6, 


ier Losung ermittelt, | « }20° 
ID 


fp-Amylase aus Gerste 





und « p-Amylase aus Gerstenmalz. 
Auszug aus Gerste Auszug aus Gerstenmalz 
(3-Amylase) (@ + 8-Amylase) 
Zeit Substanz . — ——— 


~ R-Maltose 
R-Maltose Jodfurbung 





~ ReMi Itose 
salle cataca, Jodfairbang 





Min. g 0 0 0 0 
0 0,3600 10,88 keine Farbung 10,88 keine Farbung 
60 0,2000 11,00 " ‘ 11,85 = 
120 0,2000 11,60 A = 13,30 ie 
180 0,2000 11,60 ‘ i 14,00 = a 
240 0,2000 12,30 . . 15,05 ‘ 
Pu 6.2 6,2 
Weizenstirke. 
Tabelle VIII (siehe S. 146). 
A. Weizenstdrke und fp-Amylase aus Weizen. 
Tabelle IX. 
Starkelésung: 5,5365 g Substanz in 100 cem, Temperatur 20°, py 5,3. 
Zeit Substanz Maltose R-Maltose . 
Jodfirbung 
Min. g £g 9} 
0 0,2768 0,0129 4,65 blau, Stich violett 
240 0,2768 0,1784 64,45 rot 


Quantitative Abscheidung der H ydrolyseprodukte. Aus 27,6825 g Trocken- 
substanz in der Starkel6ésung wurden 9,2 g Dextrin und 20,2 ¢ Zucker 
erhalten. In der Alkoholzuckerlésung wurden 16,81 g¢ Maltose ermittelt. 


Die Rohprodukte wurden gereinigt. 
Dextrin: 3,86°,, R-Maltose, [a]20° = + |! 
) 


93,7. 


Maltose: Aus dem Reduktionsvermégen wurden 94,21 °, Maltose er- 


mittelt, [«]20° = + 133,7. 
D 


TabelleX. Hydrolyse von Dextrin mit 


f-Amylase aus Weizen 


und «+ f-Amylase aus Weizenmalz. 





Auszug aus Weizen (8-Amylase) 


all Moons 5" -" RS 
* S 

Min. . nay ° Jodfirbung 

0 0,3624 3,86 rot 

60 0,2000 verungliickt 
120 0,2000 6,85 schwach rot 
180 0,2000 7,00 ss - 
240 0,2000 8,50 schwach rotbraun 
Pu \ 5,8 
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Auszug aus Weizenmalz 
(@ + 3-Amylase) 


R-Maltose 


0), Jodfirbung 
3,86 rot 
12,05 keine Farbung 
16,35 is E 
19,25 . e 
21,40 ag - 
5,9 
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B. Weizenstdrke und x + f-Amylase aus Weizenmalz. 


Tabelle XI. 





Starkel6ésung: 5,2750g Substanz in 100cem, Temperatur 20°, py 5,3. 
Zeit Substanz Maltose R-Maltose 
7 Jodfarbung 
Min. g g 0), 
0 0.2637 0,0068 2,57 blau 
240 0,2637 0,1879 71,25 keine Farbung 
Quantitative Abscheidung der Hydrolyseprodukte. 26,3750 g Trocken- 


substanz in der Starkel6sung ergaben 7,4 g Dextrin und 20,2 g Zucker. In 
Alkoholzuckerl6ésung wurden 17,23 g Maltose ermittelt. Reinigung wie oben. 
Dextrin: 11,79°,, R-Maltose, [a}2° = + 190,7. 
) 
Maltose: Mittels Fehlingscher Lésung wurden 90,26°, Maltose in der 
Trockensubstanz bestimmt, [x ]}20° = + 129.2. 
) 


Tabelle XIT. Hydrolyse von Dextrin mit /-Amylase aus Weizen 


und x + /-Amylase aus Weizenmalz. 





rai Aus7 aus Weizenm: 
Auszug aus Weizen (3-Amylase) Auszug aus Weizenmalz 


(a- + 3-Amylase) 

Zeit Substanz R Mal = : - -— are 
Min. - ie gies Jodfarbung e — Jodfirbung 

0 0,3670 11,79 keine Farbung 11,79 keine Farbung 
60 0,2000 13,95 » is 14,99 ‘ 
120 0.2000 13,90 s ‘ 15,60 = 
180 0,2000 14,55 Fe ™ 16,55 ‘* 
240 0,200 15,15 ‘s - 16,75 Fe 

PH 5,8 5,8 


Roggenstirke. 
Tabelle XIII (siehe S. 148). 
A. Roggenstdrke und f-Amylase aus Roggen. 


Tabelle XIV. 





Starkelésung: 5,3586g¢ Substanz in 100ccem, Temperatur 20°, py 4,9. 
Zeit Substanz Maltose R-Maltose 
A Jodfarbung 
Min. g g %o 
0 0,2679 0,0163 6,10 blau, Stich violett 
240 0,2679 0.1644 61,36 rot, 3 me 


Quantitative Abscheidung der Hydrolyseprodukte. 26,7930 g Trocken- 
substanz in der Starkel6sung ergaben 10,1 g Dextrin und 18,2g Zucker. In 
der Alkoholzuckerlésung wurden mit Fehlingscher Lésung 14,54 g Maltose er- 
mittelt. Die Rohprodukte wurden einer griindlichen Reinigung unterworfen. 

Dextrin: 2,35°, R-Maltose, [a }20° = + 194,6. 

Maltose: Aus dem Reduktionsvermégen ergaben sich 91,84°,, Maltose, 
{aJ20° = + 129,2. 
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labele XV. Hydrolyse von Dextrin mit /-Amylase aus Roggen 








und » ?-Amylase aus Roggenmalz. 
Auszug aus Roggen Auszug aus Roggenmalz 
ond ' (3-Amylase) le j-Amylase) 
Zeit Substanz ae : 4 , 
t-Maltose R-Maltose 
: R-Mal Jodfairbung fettoes Jodfarbung 
Min. g 9/9 0', 
0 0.3504 2.35 rotviolett 2.35 rotviolett 
60 0.2000 3.55 14,75 Spuren von Farbung 
120 0,2000 3,65 . 20,30 keine Farbung 
180 0,2000 3,75 ‘a 23,65 2 
240 0,2000 4,60 a 26,05 
Pu 6,1 6.0 
B. rogge nstarke und a + p-2 { m ylase aus Rogge nmalz. 
Tabelle XVI. 
Starkelésung: 5,8282g Substanz in 100 cem, Temperatur 20°, py 4,7. 
Zeit Substanz Maltose R-Maltose 
a Jodfarbung 
Min. g g 0 
0 0,2914 0,0209 make rotviolett 
240 0,2914 0.2121 72,10 keine Farbung 


Quantitative Abscheidung der Hydrolyseprodukte. 29,1410 g Trocken- 
substanz in der Starkel6sung ergaben 7.9 ¢ Dextrin und 23,0 g¢ Zucker. In 
der Alkoholzuckerlésung wurden 19,03 g Maltose ermittelt. Die Rohprodukte 
wurden gereinigt. 

Dextrin: 13,42°,, R-Maltose, [}20° +- 188,0. 

) 


Der Zucker verungliickte bei Reinigung der Substanz. 


Tabelle XVII. Hydrolyse von Dextrin mit B-Amylase aus Roggen 


und «+ /-Amylase aus Roggenmalz. 











Auszug aus Roggen Auszug aus Roggenmalz 
Zeit Substans SF | diearscheantedl ae ee. (@ + 3-Amylase) 
Min. @ wt Jodfirbung ee Jodfirbung 
0 0,3584 13,42 keine Firbung 13,42 keine Farbung 

60 0,2000 14,50 ‘ i 15,55 
120 0,2000 14,65 - - 16,45 

180 0,2000 15,00 . ig 7,55 a 
240 0,2000 15,45 " rs 18,20 » 


PH 6,1 6,1 
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Gerstenstirke. 
Tabelle XVIII (siehe S. 151). 
A. Gerstenstirke und f-Amylase aus Gerste. 


Tabelle XIX. 





Starkelésung: 5.4107 g Substanz in 100cem, Temperatur 20°, py 1. 
Zeit Substanz Mz s -M: se 
ei ubstanz iltose R-Maltose Jodtirbang 
Min. g g 0'5 
0) 0,2705 0,0207 7.65 blau, Spuren von violett 
240 0.2705 0.1695 62,66 rot, Stich violett 


Quantitative Abscheidung der Hydrolyseprodukte. 27,0535 g Trocken- 
substanz in der Starkel6sung ergaben 9,70 g¢ Dextrin und 17,7 g¢ Zucker. 
In Alkoholzuckerlésung wurden 15,93 ¢ Maltose mit Fehlingscher Lésung 
bestimmt. Reinigung der Rohprodukte. 

Dextrin: 3,15°, R-Maltose, [x]20° = + 199,3. 

) 


Maltose: In der Trockensubstanz 91,52 °,, Maltose (Fehlingsche Lésung), 











[a}o" = + 130,7. 
D ~ 
Tabelle XX. Hydrolyse von Dextrin mit B-Amylase aus Gerste 
und «+ /-Amylase aus Gerstenmalz. 
Auszug aus Gerste Auszug aus Gerstenmalz 
‘ (3-Amylase) (a- + 3-Amylase) 
Zeit Sub- Rae) afl ae a 0 eee 
; stanz —_—R-Maltose : R-Maltose 
: Jodfirbung Jodfirbung 
Min. g O/5 90 
0  0,8517 3,15 rot, Stich violett 3,15 rot, Stich violett 
69 ~~ 0.2000 3,95 E ‘ a 9,30 . » braun 
120 0.2000 4.20 - 3 13,30 schwach braun 
180 —0,2000 4,40 a s Fe 16,40 Spuren von Farbung 
240 0.2000 4,85 - “ 18,50 keine Farbung 
PH, 6,2 6,0 
B. Gerstenstdrke und « + fb-Amylase aus Gerstenmalz. 
Tabelle XXI. 
Starkelésung: 5,5881 g¢ Substanz in 100 ccm, Temperatur 20°, pq = 5,0. 
Zeit Substanz Maltose R-Maltose , 
Jodfirbung 
Min. g g Oly 
0 0.2794 0,0277 9.91 rotviolett 
240 0,2794 0,2028 72,58 keine Farbung 


Quantitative Abscheidung der H ydrolyseprodukte. Aus 27,9405 g Trocken- 
substanz in der Starkelésung wurden 7,45 g Dextrin und 21,0g Zucker 
erhalten. In Alkoholzuckerlésung wurden 18,50 g Maltose vermittels 
Fehlingscher Lésung bestimmt. Die Rohprodukte wurden gereinigt. 

Dextrin: 11,40°, R-Maltose, [.}20° = + 192,5. 


Der Zucker verungiiickte bei der Reinigung. 
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Tabelle XXII. Hydrolyse von Dextrin mit S-Amylase aus Gerste 





und x }-Amylase aus Gerstenmalz. 
Auszug aus Gerste Auszug aus Gerstenmalz 
(3-Amylase) (a- + 3-Amylase) 
Zeit Substanz R-Mal R-Mal = 
t-Maltose -Maltose 
Min ‘ 0. Jodfirbung 0, Jodfirbung 
0 0,3351 11,40 keine Farbung 11,40 keine Farbung 
60 0,2000 12,05 = . 12,75 ¥ 
120 0,2000 12,40 ‘ 13,95 
LS) 0,2000 13,15 y . 15,55 
240 0,2000 13.49 " ‘ 16,25 
Pa 6,3 6.1 
Maisstirke. 


Die Untersuchungen iiber die Maisstarke wurden nur unter Anwendung 
des Gerste- und Gerstenmalzauszuges durehgefiihrt. Die Ergebnisse zeizt 
Tabelle XXIII. 

Tabelle XXIII. 





Maisstarke 





Zeit Auszug aus Gerste Auszug aus Gerstenmalz 
t-Maltose -Mi se 
edmeanian Jodfarbung slaaannmnn Jodfirbung 
Min. Vio 5 
0 2,94 blau 2,94 blau 
60 58,99 rotviolett 64,74 keine Farbung 
120 58,92 i 70,93 ‘ i: 
180 58,92 . 71,58 
210 59,13 ‘5 72,23 
PH 5,6 5,2 
Reisstarke. 


Wie die Maisstarke wurde die Reisstarke nur mit Gersten- und Gersten- 
malzauszug untersucht. Die Ergebnisse gibt Tabelle XXIV wieder. 







Tabelle XXIV. 





Reisstirke 


Zeit Auszug aus Gerste Auszug aus Gerstenmalz 


R-Maltose 


R-Maltose 
— Jodfirbung Jodfirbung 


Min. 0), 0), 





0 217 blau 2,17 blau 
60 57,28 violett 65,38 keine Farbung 
120 58.86 rotviolett 69,21 js _ 
180 58.86 . 1.12 


” 


58,73 70,91 
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Der EinfluB der Amylasekonzentration auf den Grenzwert des Starkeabbaues. 
Es wurde Kartoffelstarke mit Gersten- sowie Gerstenmalzauszug 
untersucht, wobei einerseits die normale Menge von 200 ccm Amylase- 
einheiten auf 1 g Substanz, andererseits die fiinffache Menge, d. h. 1000 cem 
Amylaseeinheiten, benutzt wurde. Ergebnisse in Tabelle XAV. 


Tabelle XXV. 





Kartoffelstarke 
Auszug aus Gerste Auszug aus Gerstenmalz 
Zeit 200cem Amylase- 1000 cem Amylase- 200cem Amylase- 1000 cem Amylase- 
einheiten einheiten einheiten einheiten 
R-Maltose Jod- R-Maltose Jod- R-Maltose Jod- R-Maltose Jod 
Min. 0 firbung Oy farbung Oy fiirbung O/9 fiirbung 


0 12,03 blau 12,03 blau 12,03 blau 12,03 blau 


180. 62,96 rot- 69,32 rot, 74,38 keine $2.84 keine 
violett Stich Farbung Farbung 
violett 


210 65,86 dasselbe 69,32 dasselbe 76.41 dasselbe 82.28 dasselbe 


Du 5,3 6,3 5,2 5.6 


Der EinfluB der Temperatur auf den Grenzabbau der Starke. 

Die Untersuchungen wurden bei einer Temperatur von 55° mit Kar- 
toffelstarke und mit Gersten- und Gerstenmalzauszug durchgefiihrt. Die 
abgemessene Starkel6sung wurde in einem MeBkolben mit einer berechneten 
Menge des betreffenden Auszuges (200ccm Amylaseeinheiten auf 1g 
Substanz) versetzt, bis nahe zur Marke aufgefiillt (0,5 cem weniger) und 
in einen Wasserthermostaten von 55° gestellt. Nach 210 Minuten wurden 
die Lésungen auf 20° abgekiihlt, bis zur Marke aufgefiillt und sogleich die 
R-Maltose bestimmt. Die Werte fiir die Temperatur von 20° wurden zum 
Vergleich vorausgestellt (Tabelle XXV1). 


Tabelle XXVI. 








Kartoffelstarke 
Auszug aus Gerste Auszug aus Gerstenmalz 
Zeit pc etetneennermene 
Temperatur 20° Temperatur 55° Temperatur 20° Temperatur 55° 
R-Maltose Jod- R-Maltose Jod- R-Maltose Jod- R-Maltose Jod- 
Min. 0/5 fiirbung 0 firbung v firbung 05 farbung 
0 2,46 blau 5,53 blau 9.61 blau, 5.53 blau 
Stich 
violett 
210 62,62 rot- 66,16 rot, 75,66 keine 89,38 keine 
violett Stich Farbung Farbung 


violett 


Pu 5,8 5,2 5,4 5 4 
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Der EinfluB von Maltosezusatz auf den Verlauf der Hydrolyse und auf den 
Grenzabbau der Starke. 


Bei den Versuchen iiber den EinfluB8 der zugesetzten Maltose auf den 
Verlauf und das Endresultat des hydrolytischen Prozesses wurde Kartoffel- 
stirke (aufgelést im Autoklaven), Gerstenauszug (/}-Amylase) sowie Gersten- 
malzauszug (« + /-Amylase) und Maltose der Firma Schering-Kahlbaum 
verwendet. 25cem Starkel6sung mit 1,0930g Trockensubstanz wurden 
mit 25cem 4°,iger Maltoselédsung und soviel des betreffenden Auszuges 
versetzt, dai 200 cem Amylaseeinheiten auf 1 g Starke entfallen. Sodann 
wurde mit Wasser bis zu 100 cem aufgefiillt. Die Untersuchungen selbst, 
einschlieBlich der Kontrollen fiir die Starkelésung, die Maltoselésung und die 
Amylaseausziige wurden aéhnlich wie vorher angestellt (Ergebnisse in 
Tabelle XXVIII). 

Tabelle XXVII. 





Kartoffelstirke 


Auszug aus Gerste 





Auszug aus Gerstenmalz 


ohne Maltosezusatz mit Maltosezusatz | ohne Maltosezusatz mit Maltosezusatz 





R-Maltose Jod- R-Maltose Jod- R-Maltose Jod- R-Maltose Jod- 
iy firbung Vig firbung ary farbung 9/5 firbung 


2.46 blau 3,47 blau 9.61 blau, 3,47 blau 
Stich 
violett 
59.81 violett 58,82  violett 48,99 braun 50,68 braun 
60,70 rot- 61,75 rot- | 67,40 keine 68,07 keine 
violett violett Farbung Farbung 
61,63 dasselbe 62,39 dasselbhe 71,24 dasselbe 68,61  dasselbe 
61,99 ig 62, m 72,35 o 70,44 " 
62,36 , 62, ve 74,92 ‘ 71,08 - 
62,48 ‘ 62, a 75,66 , 74,38 
62,62 63, ‘ 75,66 73,55 


Besprechung der Ergebnisse. 

Wenn man den Verlauf der Hydrolyse von Starken verschiedener 
Herkunft mittels wasseriger Amylaseausziige aus verschiedenen Ge- 
treiden und aus Malz graphisch darstellt, so wird aus den Kurven der 
Unterschied im Hydrolyseverlauf ersichtlich, welcher zum Grenzwert 
des Starkeabbaues, und zwar sowohl fiir 6-Amylaseausziige aus nicht- 
gekeimtem Getreide als auch fiir « + £-Amylasemalzausziige, fiibrt. 
Abb. 1 zeigt die Kurven fiir Kartoffelstarke mit Gersten- und Gersten- 
malzauszug. 

Die Kurven der anderen untersuchten Stairkearten und Amylase- 
ausziige haben einen ahnlichen Verlauf, wobei gréBere Unterschiede 
nur infolge der verschiedenartigen Durchfiihrung der Untersuchungen 
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entstehen. Bei Einwirkung von f-Amylase bildet sich in den ersten 
30 Minuten der Hydrolyse fast die vollstandige Zuckermenge, wonach 
ein sehr scharfer Knick der Kurve auftritt. Dieser stellt den Schnitt- 
punkt zweier nahezu gerader Linien dar, die sich unter einem stumpfen 
Winkel, und zwar in dem Punkte, der dem Grenzwert des Starkeabbaues 
entspricht, schneiden. — Die Kurve fiir die Werte von « + f£-Amylase 
aus Malzausziigen zeigt dagegen einen etwas langsameren Hydrolvyse- 
verlauf, welcher zu héheren Endwerten an R-Maltose fiihrt, wobei 
jedoch ein weniger scharfer Knickpunkt der 





Kurve beim Erreichen des Grenzstadiums 0 
auftritt; die Kurve verlauft nun ziemlich ei at tite 
sanft und steigt auch weiterhin an, jedoch 10) Fg | 
bedeutend langsamer. a _———— | 


Bei Einwirkung von #-Amylase aus 
ungekeimtem Getreide wird die Stufe des “a 
Grenzabbaues bereits nach sehr kurzer me 
Hydrolysezeit erreicht. Sie gibt einen ziem- $ 
lich einheitlichen Wert fiir alle untersuchten « 
Starken und #-Amylaseausziige, welcher, 
bezogen auf Starke, etwa 60°, R-Maltose 
ausmacht, was wiederum mit einer un- 
bedeutenden Anderung im Jodfarbungs- 
vermégen verbunden ist. Dieses Verhalten 
ist nahezu unabhangig von der Amylase- 
konzentration (Tabelle X XV), ebenfalls von ' . 3. =e 


ay Te < shoals YYW site ia Abb. 1. I. Kartoffelstarke 
der Temperatur (Tabelle XX VI), sowie voll- ‘ad phiastis ens Dalle 











standig unabhangig von der Maltosekonzen- II. Kartoffelstarke und @ + 3- 
toatl 2 d hudeolvalerte Steune (Ti Amylase aus Gerstenmalz. 
ration in der hydrolysierten Lésung (Ta- (Nach Tabelle III.) 


belle XX VII). Dasselbe fanden Sjéberg sowie 
Blom, Bak und Braae, die auberdem die Unabhangigkeit von der 
Aziditat feststellten. — Bei Einwirkung von « + £-Amylase (Malz- 
amylase) auf Starken zeigt das Endergebnis im Grenzstadium des 
Abbaues fiir alle untersuchten Starken und Malzausziige einen ge- 
niigend tibereinstimmenden Wert von 70 bis 75° R-Maltose, was mit 
einem sehr raschen und vollstandigen Schwinden der Jodfarbung ver- 
bunden ist. Der Verlauf der Hydrolyse sowie die Grenzabbaustufe 
ist in diesem Falle von der Temperatur (Tabelle XXV) und von der 
Konzentration der Amylase (Tabelle XX VI) abhangig, wobei die Kon- 
zentration der Maltose das Ergebnis nicht beeinfluBt (Tabelle X XVII). 
Bei Einwirkung von f-Amylase aus ungekeimten Getreiden auf 
Starken verschiedener Herkunft bildet sich an der Grenzabbaustufe als 
einziger Zucker Maltose, als nichtverzuckerter Rest bleiben Dextrine 
iibrig, denen man die Bezeichnung ,,nichtreduzierende Grenzdextrine“‘ 
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geben sollte. Die Menge der verbleibenden. nach ganzlichem Verzuckern 
der Starke mit f-Amylase nicht reduzierenden Grenzdextrine betriagt 
ungefahr 40°, (auf Starke umgerechnet). Die nichtreduzierenden 
Grenzdextrine lésen sich schwer in kaltem, leicht in heiBem Wasser, 
zeigen fast keine oder sehr schwache Reduktionskraft und ihre Jod- 
farbung weicht nur wenig von der urspriinglichen blauen Farbe der 
Stirke ab. GréBere Differenzen in den beiden letzten Eigenschaften 
werden nur durch die unterschiedliche Vorbehandlung des Starke- 
materials vor der Einwirkung der S-Amylase veranlaBbt. Die grébte 
Abweichung im Jodfarbungsvermégen zeigt in diesem Falle das Dextrin 
aus Weizenstarke, das sich mit Jodjodkaliumlésung rot farbt, was auf 
kleine Mengen von ¢-Amylase im Weizenauszug und das stirkere 
Reduktionsvermégen in den Grenzabbaustufen, die in Versuchen mit 
Weizenauszug erreicht wurden, zuriickzufiihren ist. Die spezifische 
Drehung der nichtreduzierenden Grenzdextrine liegt ziemlich tief, und 


zwar zwischen den Grenzwerten von [a]7)” = + 191,6 und 194,6. Nur 
. " ¥s > ° ia 210 = P 
das Dextrin der Gerstenstirke weist ein héheres [«];)”, némlich von 


199,3 auf. 
Kine Einwirkung der 8-Amylase auf die nichtreduzierenden Grenz- 
dextrine konnte nicht festgestellt werden (Tabellen V, X, XV und XX): 
Die unbetrichtliche Zunahme des Reduktionsvermégens wahrend der 
Einwirkung von f§-Amylase kann nicht als Ausdruck der eigentlichen 
Hydrolyse betrachtet werden. Dieses Verhalten von nichtreduzierenden 
Grenzdextrinen gegen §-Amylase bestatigt, daB es sich nicht um die 
hemmende Einwirkung der Hydrolyseprodukte handelt, sondern es 
muB der Spezifitat der verbleibenden Substanz, also dem nichtredu- 
zierenden Grenzdextrin, zugeschrieben werden. Denn wenn man das 
Aufhéren der Hydrolyse durch die angehauften Hydrolyseprodukte er- 
klaren wollte, dann miiBte die Hydrolyse mit f-Amylase nach Ab- 
scheidung des Zuckers mit derselben Geschwindigkeit und in derselben 
Richtung wie vorher bei Einwirkung von f-Amylase auf Starke fortgehen. 
Ganz anders als gegen 8-Amylase verhalten sich die nichtreduzierenden 
Dextrine gegen « -+- 8-Malzamylase: Die Hydrolyse verliuft anfangs 
mit grober Geschwindigkeit, spiter langsamer, bis sie endlich fast ganz 
aufhért. Das Jodfirbungsvermégen schwindet bei der Hydrolyse 
schnell und gianzlich. Das Aufhéren der Hydrolyse ist auch hier nicht 
durch die hemmende Wirkung der angehauften Spaltprodukte zu er- 
kliren, sonst miiBte die Hydrolyse des reduzierenden Grenzdextrins 
mittels «% + 8-Malzamylase mit derselben Anfangsgeschwindigkeit, wie 
im Falle des nichtreduzierenden Grenzdextrins, verlaufen. Bei Ein- 
wirkung von « + f-Malzamylase auf nichtreduzierende Grenzdextrine 
bildet sich also Maltose und verbleibt das reduzierende Grenzdextrin, 
welches ziemlich widerstandsfahig gegen Malzenzyme ist. Die beim 
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Aufhéren der Hydrolyse entstehende Maltosemenge betragt, auf Starke 
umgerechnet, weniger als 10°, (Abb. 1) und definiert die Grenzabbau- 
stufen von Stirken verschiedener Herkunft bei Einwirkung von « + f- 
Malzamylase durch die Beendigung der Hydrolyse, die bei 72 bis 75°; 
R-Maltose (bezogen auf Starke) liegt. Das Verhalten von nichtredu- 
zierenden Grenzdextrinen gegen 6-Amylase und % + $-Amylase ist aus 
Abb. 2 ersichtlich. 

Die Grenzabbaustufe liegt bei Einwirkung von « + £-Malzamylase 
fiir Weizen-, Roggen- und Gerstenstarke bei ungefaihr 72°, R-Maltose 
und fiir Kartoffelstarke bei 75 bis 76°, R-Maltose. Das als nichtver- 
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Abb. 2. Nichtreduzierendes Grenz- Abb. 3. Reduzierendes Grenzdextrin 
dextrin aus Kartoffelstarke. I. Dex- aus Kartoffelstiarke. I. Dextrin hy- 
trin hydrolysiert mit s-Amylase aus drolysiert mit 3-Amylase aus Gerste ; 
Gerste; II. Dextrin hydrolysiert II. Dextrin hydrolysiert mit « + p- 
mit @ + 8-Amylase aus Gerstenmalz. Amylase aus Gerstenmalz. (Nach 
(Nach Tabelle V.) Tabelle VII.) 


zuckerter Rest verbleibende reduzierende Grenzdextrin betraigt, auf 
Starke umgerechnet, ungefahr 30 °, und zeigt bei verschiedener Herkunft 
ahnliche Eigenschaften. Es ist ziemlich leicht in kaltem Wasser léslich, 
farbt sich nicht mit Jod, sein Reduktionsvermégen betragt 11 bis 13,5 °% 
R-Maltose und sein [3° +188 bis + 192,5, als héchster Wert fiir 
Dextrin aus Gerstenstarke. Die reduzierenden Grenzdextrine sind gegen 
f-Amylase widerstandsfahig, desgleichen gegen die Einwirkung von « +- p- 
Malzamylase (Tabellen VII, XII, XVII und XXII). Dieses bestatigt 
die Behauptung, daB die Ursache vor allem in der Spezifitat der Substanz 
und nicht in der hemmenden Einwirkung der Spaltprodukte zu suchen 
ist. Das Verhalten von reduzierenden Grenzdextrinen gegen 6-Amylase 
und « + $-Amylase ist aus Abb. 3 ersichtlich. 


Zusammenfassung. 


Es wurden die Grenzabbaustufen von Starken verschiedener 
Herkunft bei Einwirkung von 8-Amylase und « + 8-Amylase verschie- 
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dener Getreide sowie die Eigenschaften der nichtreduzierenden und 
reduzierenden Grenzdextrine untersucht. Die Versuche ergaben, dai 
der Starke eine uneinheitliche Struktur zugeschrieben werden mub. 
Fiir die beiden strukturell verschiedenen Substanzen schlagen wir, um 
die Verwirrung in der Literatur zu beseitigen, die Bezeichnungen von 
Maquenne und Roux, Amylose und Amylopektin, vor. Als Amylose 
wird diejenige Teilsubstanz der Starke bezeichnet, die sich leicht und 
restlos mit fB-Amylase bis zu Maltose hydrolysieren laBt. Die Starken 
verschiedener Herkunft enthalten dabei dieselben Mengen von Amy- 
lose, und zwar ungefahr 60%, der Starkesubstanz. Als Amylopektin 
soll der Teil der Starke bezeichnet werden, auf den B-Amylase nicht 
einwirkt und der bei der Einwirkung von « + f-Amylase (Malzauszug) 
einer Grenzhydrolyse unterliegt, bei welcher sich aus Amylopektin teil- 
weise Maltose bildet und wobei das gegen Malzenzym ziemlich wider- 
standsfahige reduzierende Grenzdextrin tibrigbleibt. Die genaue Grenze 
dieser Hydrolyse festzustellen, war noch nicht méglich. Untersuchungen 
in dieser Richtung sind im Gange. Jedenfalls ist die Abbaugrenze von 
Amylopektin von Temperatur und Malzamylasekonzentration bzw. der 
Menge des zugesetzten Malzauszuges in starkem MaBe abhangig, wahrend 
die Konzentration der Spaltprodukte ohne EinfluB zu sein scheint. 
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Betrachtungen 
iiber die p,-Bestimmung mittels der Glaselektrode. 


Von 
Marcel J. Dallemagne. 
(Aus dem Laboratorium fiir chirurgische Pathologie und experimentelle 
Chirurgie der Universitat Liittich, Belgien. 
(Eingegangen am 25, Mdrz 1937.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Im Jahre 1906 machte WV. Cremer (1) die Feststellung, daB zwischen 
zwei verschiedenen, durch eine Glasmembran getrennten Lésungen eine 
Potentialdifferenz auftritt, deren GréBe der Aziditat der Lésungen 
proportional ist. Aus dieser Tatsache ergab sich die Anwendung der 
allgemeinen GesetzmaBigkeiten von Membranpotentialen auf diinne 
Glasfolien. 1909 wandten Haber und Klemenzievicz (2) die Nernstsche 
Forme! auf dieses Potential an und brachten mit den ersten px-Messungen 
die allgemeinen Vorschriften fiir die Benutzung der Glaselektrode. 
Wahrend der folgenden 15 Jahre wurde sie wenig verwendet, erst nach 
1924 bemiihten sich mehrere deutsche und amerikanische Autoren, 
die Glaselektrode fiir die pxu-Bestimmung dienstbar zu machen. Von 
da an haufen sich die theoretischen und praktischen Erkenntnisse; es 
folgen Untersuchungen iiber Qualitét und Zusammensetzung des 
Glases, Studien tiber Form und Funktion der Elektroden sowie mannig- 
faltige Anwendungen der Glaszelle in wissenschaftlichen, technischen 
und anderen Bereichen. Die Anfiihrung der zahlreichen Arbeiten gehdért 
nicht in den Rahmen dieser Ver6ffentlichung, und wir verweisen hierzu 
auf Monographien iiber die Glaselektrode, in denen der Weg und die 
Entwicklung dieser Methode zur Messung von Wasserstoffionen- 
aktivitaten dargestellt wird. Die Anwendungsmdéglichkeiten in den 
verschiedenen Gebieten der physikalischen Chemie sowie die Gesetz- 
maBigkeiten und Regeln, die ihre Arbeitsweise bestimmen, sind von 
K. Schwabe (3) und anderen Autoren klar beschrieben worden. 


Unsere Aufgabe bei der Untersuchung der Eigenschaften der Glas- 
elektrode bestand einmal in der Klassifizierung der bis heute erworbenen 
Begriffe und zum anderen in dem Versuch, ein wenig erforschtes Teil- 
problem zu klaren, namlich das des Temperatureinflusses auf die Eich- 
kurve, auf das Asymmetriepotential und auf den elektrischen Wider- 
stand der Membran. 
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I. Vorbereitung. 


1. Elektrode. Wir benutzten die kugelférmige, von Haber und Klemen- 
sievicz (2) eingefiihrte Elektrode, die fiir unsere Arbeitsweise als giinstigste 
erschien, da die Membran und das GefaiB mit der AuBenfliissigkeit in einem 
Thermostaten untergebracht werden muBten. Die Elektrode von Kerridge (4) 
eignet sich in keiner Weise fiir diese Arbeitsmethode, und die Elektrode 
von Mac Innes und Dole (5) ist sehwierig herzustellen und leicht zerbrechlich ; 
dasselbe gilt fiir die Elektrode von Yoshimura (6). Unsere Membranen 
wurden aus Glas O 15 (Corning-Glas Cy., N.-Y.) geblasen, das die folgende 
Zusammensetzung besitzt: SiO, 72°,, Na,O 22°, CaO 6°. Die Kugel 

hat einen auBeren Durch- 

g | messer von 20 mm und ist 
mittels einer Einbuchtung 
an ein Roéhrehen aus ge- 
oonrue wohnlichem Weichglas 
angeschmolzen, das einen 
auBeren Durchmesser von 
| 6 12 mm und einen inneren 


von 9mm aufweist. Die 
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Abb. 1. 


Einschniirung tragt den Quecksilberbehalter eines Mikrothermometers 
das die Temperatur auf der Innenseite der Membran anzeigt. Die Membran 
selbst ist so diinn, daB sie durch leichten Fingerdruck eingebuchtet werden 
kann. Nach dem Erblasen der Membran wird diese 2 Stunden mit reiner 
Chromschwefelsaéure behandelt und dann sorgfaltig mit destilliertem Wasser 
abgespiilt, worauf die Pufferlésung — im allgemeinen m/20 Kaliumphthalat- 
ldsung vom py 3,97 — in die Kugel eingebracht wird. 

2. Kontaktbriicken. Die AuBen- und die Innenfliissigkeit der Kugel 
stehen durch KCl-gesattigte Agarbriicken (5, Abb. 1) mit den beiden ge- 
saittigten Kalomelelektroden (4 und 4’) in Verbindung. Die Briicken stellen 
Glasréhrehen dar, deren innerer Durchmesser von 4mm an den Enden 
auf | mm verringert ist, und deren Offnungen mit einem diinnen elastischen 
Kollodiumhautchen iiberzogen sind, um die starke Diffusion des KCl in 
die Lésungen [Anson und Mirsky (7)] herabzusetzen. Der gesattigte Agar 
wurde nach der Vorschrift von Michaelis (8) und Fujita (9) hergestellt. Die 
an den Enden der Kontaktbriicken auftretenden Diffusionspotentiale 
glauben wir vernachlassigen zu diirfen: Bei unserer Anordnung kénnten 
zwei Diffusionspotentiale auftreten, das eine an der Beriihrungsstelle 
zwischen Strombriicke und AuBenfliissigkeit, das andere zwischen der 
zweiten Briicke und der L6sung im Innern. Hinsichtlich der Glasmembran 
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sind sie symmetrisch und von verschiedenem Vorzeichen, so daB die Resul- 
tante zu gering ist, um bemerkbar zu sein. Im iibrigen haben Stadie und 
Hawes (10) festgestellt, daB die Beriithrungspotentiale an den Enden von 
Salzbriicken praktisch gleich Null sind. 


3. Meniskuspotential. Kahler und De Eds (11) fanden 1931 in dem Auf- 
treten eines Kontaktpotentials zwischen Lésung und Glasmembran eine 
groBe Fehlerquelle; dieses Potential laB8t sich durch Anbringung eines 
Asphalt- oder Paraffinfilms zwischen Glas und Meniskus beseitigen. Fiir 
die von uns angewandte Elektrodenform ist eine derartige MaBnahme un- 
nétig, da der Meniskus nicht an der Glasmembran, sondern lediglich an dem 
Tragerréhrchen auftritt und hier infolge des hohen Widerstandes das 
Meniskuspotential verschwindet. AuBerdem fanden wir bei Messung der- 
selben Lésung mit oder ohne Verwendung von Paraffin das gleiche Potential. 
Die gleiche Beobachtung war von Yoshimura (6) gemacht worden. 

4. Potentiometer und Thermostat. Mittels eines Stromwenders (7) sind 
die beiden Kalomelelektroden an ein Potentiometer der Cambridge Inst. Cy. 
angeschlossen; der negative Pol liegt am Gitter einer Dreielektronen- 
rohre (8). Der Stromwender ist unentbehrlich bei einem py-Wert von 3,97 
fiir die Innenfliissigkeit, da die Kalomelelektroden positive oder negative 
Spannungen besitzen, je nachdem das py der AuBenfliissigkeit unter oder 
iiber 3,97 liegt. Die Leitungen (6) zwischen Kalomelelektroden und Potentio- 
meter sind von einer geerdeten kapazitiven Isolierschicht umgeben; die Pole 
des 12-Volt-Akkumulators, ebenso wie der positive und negative AnschluB 
des Potentiometers liegen mit je einem Kondensator von geringer Kapazitat 
ebenfalls an der Erde. Die Batteriepole werden durch einen Elektrolyt- 
kondensator von 30 Mikrofarad iiberbriickt. Die Elektrode, ein Thermo- 
meter und das Ende des einen Agarhebers tauchen in das Gefaf mit der 
AuBenfliissigkeit; dieses wiederum befindet sich in einem Wasser- oder 
Olbad, dessen Temperatur mittels eines Heizwiderstandes veraindert werden 
kann. 


II. Die Anwendung der Nernstschen Formel auf die Glaselektrode. 


Theoretisch, d. h. fiir den Fall einer idealen Membran, verhalt sich 
die Glaselektrode wie die Wasserstoffelektrode. In Wirklichkeit ent- 
fernen sich die Glaselektroden, selbst wenn sie in ihren Eigenschaften 
weitgehend an die Wasserstoffelektrode angendhert sind, doch immer 
mehr oder weniger von den theoretischen Bedingungen. Trotzdem 
kénnen wir nach Haugaard (12) die Nernstsche Formel auf sie an- 
wenden, wenn wir dabei die nétigen Korrekturen anbringen. Die 
Nernstsche Formel fiir eine Konzentrationskette kann in folgender 
Form geschrieben werden: 


RT 
F 


pH, — PH, = (1% — 7), 


wobei pu, = pu-Wert der AuBenfliissigkeit, px, = pu-Wert der Innen- 
fliissigkeit, 2, = Potentialwert der Aubenfliissigkeit, 7, — Potential- 


wert der Innenfliissigkeit. 
Biochemische Zeitschrift Band 291. 11 
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Fir die Wasserstoffelektrode ergibt sich bei Angabe der Werte in 
Millivolt 
ES i l my, 
Seat Dele 8" C). 
I 57,7 ( 
Der theoretische Wert fiir die Konzentrationskette ist also 


Ny — Ng 
Pu, — PR = 


fiir die Glaselektrode gilt allgemein 


Ny — Ng 


< 


Pi, — PR = ’ =) 
a 


wobei der Wert von « (18°) mehr oder weniger dem theoretischen an- 
genahert ist. Er ist fiir jede Membran verschieden und charakteristisch 
und kann auf folgende Weise ermittelt werden: 
Bei der Kette 
Pt—Hg—Hg,Cl,—KCl . n/10 HCL. Glasmembran . m/20 K-Phthalat 
K Cl—Hg, Cl,—Hg---Pt 
sind bekannt pu, = 3,97; px, = 1,08 und durch Messung das Potential 
1%. Betrug dieses — 166 Millivolt, so ergibt sich aus der Gleichung 


— 166 Millivolt 


Ty 


LN BM er (18° C) (3) 


der Wert von « zu 57,4. Gleichzeitig ergibt sich der Wert von 2, oder 7p, 
wenn die m/20 K-Phthalatlésung als Innenfliissigkeit beibehalten 


wird, zu 
— 166 (57,4 . 1,08) = — 227 Millivolt. 


Die Gleichung dieser Elektrode lautet also 
mu + 227 
=~ . 
P 57,4 


Gibt z. B. eine unbekannte Lésung einen a-Wert von + 136 Millivolt, 
so ist ihr Wasserstoffexponent 

+ 136 + 227 
er OE 


en. 


Diese Forme] gibt verlaB8liche Werte zwischen px 1 und 8,7. Ober- 
halb pu 8,7 werden die Angaben ungenau, weil dann das Glas durch 
das Alkali angegriffen wird. Der Fehler kann jedoch durch Ermittlung 
eines zweiten «-Wertes (a) aus den Werten fiir eine bekannte Lésung, 
deren pu tiber 8,7 liegt, ausgeglichen werden, wobei die Berechnung wie 
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bei jener fiir Lésungen unter pu 8,7 durchgefiihrt wird. Danach ergeben 
sich fiir jede Membran vier charakteristische Konstanten, namlich 


a, und x) unterhalb pu 8,7 und 
% und 2) oberhalb pa 8,7 [Haugaard (12). 


Daneben zeigen jedoch gewisse Glaselektroden ein eigenes Potential, 
das Asymmetriepotential, das je nach den verschiedenen Membranen 
positiv oder negativ ist, und dessen Millivoltwert jeweils zu dem Poten- 
tiometerwert zu addieren ist. Seine Berechnung wird im folgenden 
dargestellt. 

III. Die drei Kennwerte der Glasmembran. 

Zur Anwendung der Glasmembran benétigt man ihre drei Kennwerte, 

nainlich 
1. das Asymmetriepotential, 
2. die Eichgerade mV /pu, 
3. die Eichgerade mV /7°. 


1. Das Asymmetriepotential. 

Das Asymmetriepotential, Nullpotential oder von den Amerikanern 
, Strain value‘ genannt, wird von der Membran selbst hervorgebracht 
und stellt eine Ungleichartigkeit in den Eigenschaften der inneren und 
auBeren Membranoberfliche dar. Sein Wert, als 2,4, bezeichnet, wird 
ermittelt, indem man die gleiche Lésung als Innen- und AuBenfliissigkeit 
verwendet. Ein unter diesen Bedingungen auftretendes Potential kann 
lediglich vom Elektrodenkérper selbst herriithren und muB gleich Null 
sein, wenn die beiden Kugeloberflachen sich in gleicher Weise verhalten. 
Haugaard betrachtet das asymmetrische Potential als eine lineare 
Funktion der Elektrode und ordnet ihm die folgende Gleichung zu: 


Nas = pu (a; — ay) + Konst. 


Mit anderen Worten ist das Nullpotential eine Funktion des px, des 
Kennwertes R7T/F =; fiir die innere Membranoberflache und des 
Kennwertes R7T/F = x, fiir die auBere Membranfliche. Der Wert des 
Nullpotentials hingt von mehreren GréBen ab: 


1. Widerstand der Glasmembran. Die héchsten Asymmetrie- 
potentiale treten bei den dicken Membranen auf. Kahler und de Eds (11) 
finden eine Beziehung zwischen Widerstand und Nullpotential an 
Membranen gleicher Zusammensetzung aber verschiedenen Wider- 
stands: Die dicksten Zellen zeigen das héchste Potential bei einem pu 
der Innen- und der AuBenfliissigkeit von 4 und wenn lediglich die Spitze 
der Kugel benetzt wird. 

1 





Widerstand 
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2. Dicke der Membran. Da der Widerstand der Membran unmittel- 
bar von der Wandstarke der Elektrode abhangt, lat sich das Asymme- 
triepotential als Funktion dieser Membranstirke darstellen { Kahler und 
de Eds (11), Mae Innes und Dole (13)|. Kahler und de Eds empfehlen, 
das Nullpotential der zu dicken Membranen durch Eintauchen in 
FluBsiure zu vermindern. 

3. pu der AuBenfliissigkeit. Kahler und de Eds bestimmten an einer 
dicken Membran die Beziehung zwischen Asymmetriepotential und 
Benetzungsfliissigkeit und 
fanden bei pu 4,00 ein 24, 
von 10 Millivolt und _ bei 
px 8,00 ein 2,4, von 36 Milli- 
volt. Von Haugaard (12) 
wurde dieselbe Feststellung 
an diinnen Elektroden ge- 
macht. 

4. Temperatur. Kahler 
und de Eds beobachteten 
an einer Glasplatte eine 
Abnahme des elektrischen 
Widerstands von 1200 Meg- 
ohm bei 5°C auf 12 Meg- 


ohm bei 55°C. Wenn also 


40 





S 


& 


das asymmetrische Poten- 
tial ‘eine Funktion des 
Widerstands darstellt, dann 
mu sich der Wert von 
-~ ' a,, bei Temperatursteige- 











Temperatur 


rung erniedrigen: So gibt 
Abb. 2. g g so g 


eine starke Membran mit 
einem 2,4,-Wert von 110 Millivolt fiir 20° bei einer Temperatur von 
50° ein 214, von 45 Millivolt, und eine diinne Membran fiir die gleichen 
Temperaturen Werte von 8 und 0 Millivolt. Schwabe (14) findet bei 35° 
eine gréBere Genauigkeit als bei der Zimmertemperatur von 20°. Eine 
Membran, die bei-20°C einen Fehler von 1 Millivolt zeigte, ergab bei 
35°C nur mehr eine Abweichung von 0,1 Millivolt. Hieraus schlieBt 
Schwabe auf eine vorteilhaftere Messung bei erhéhter Temperatur. 
Um den Widerstand unserer Membranen zu bestimmen, wird die 
Glaselektrode mit den beiden Kalomelelementen zwischen die Potentio- 
meterpole, die durch einen Shunt von 500000 verbunden sind, ge- 
schaltet und an eine Stromquelle von 1,5 Volt angeschlossen, die wieder- 
um zum Potentiometer fiihrt. Als AuBen- und Innenfliissigkeit wird 
dabei gleichermaBen n/10 HCl verwendet. Der Widerstand (R) der 
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Glasmembran fiir eine gegebene Temperatur berechnet sich bei Ein- 
setzung der Millivoltzahlen (m) des Potentiometers aus der Formel 


(500000 . 1,5) — 500000 m 


m 


fiir drei Membranen bei 25° C zu 


Elektrode 4: 24 Q 
es 5: 81Q 
ss 6: 340 


Die Beziehung zwischen dem Widerstand der drei Elektroden und 
der Temperatur ist aus den Kurven der Abb. 2 ersichtlich: Je nach der 
Temperaturerhéhung ergibt sich eine immer starkere Abnahme des 
Widerstands, so daB die Elektrode 4, deren Widerstand bei 25° 24 Ohm 
betrigt, bei 50°C nur mehr einen solchen von 2,2 Ohm besitzt. Die 
friiheren Erfahrungen werden demnach auch an Elektroden von ver- 
gleichsweise geringem Widerstand bestatigt. 

5. Alter der Elektrode. Kerridge (4) schlagt vor, die neu erblasenen 
Elektroden auf folgende Weise zu behandeln: Nach Behandlung mit 
Chromschwefelsiurelésung wahrend einiger Stunden werden die Elek- 
troden 2 Stunden lang Wasserdampf ausgesetzt und darauf 24 Stunden 
in destilliertem Wasser belassen. Nach dieser Behandlung tritt an der 
Oberfliche der Membran ein Potential von mindestens 40 Millivolt auf, 
das nach einigen Tagen auf 4 oder 5 Millivolt absinkt. Cerradge und 
Hill (15) betonen besonders, daB die Membran vor Gebrauch lange Zeit 
in destilliertem Wasser erweicht werden muB. Nach Haugaard (12) 
werden die Messungen bei Anwendung derselben Lésung als Innen- und 
AuBenfliissigkeit nach langerer Zeit konstant. Er findet in den ersten 
Stunden nach dem Erblasen der Elektrode ein negatives Nullpotential, 
das noch nach 24 Stunden mehr als 15 Millivolt betragen kann. Zwischen 
dem fiinften und dem siebenten Tag erreicht es den Nullpunkt, nachdem 
es vorher noch einen positiven Wert angenommen hat, der zwar von 
Elektrode zu Elektrode verschieden ist, jedoch selten 3 Millivolt iiber- 
schreitet. Nahezu die gleichen Feststellungen wie die dieses Autors 
wurden von uns fiir die Einstellung des Asymmetriepotentials gemacht. 
Elektrode 1, erblasen am 15. Oktober 1936, gab nach der Benetzung 
gemaB den Vorschriften von Kerridge (4) ein asymmetrisches Potential 
von — 32 Millivolt, 24 Stunden spater ein solches von — 6 Millivolt; 
48 Stunden spiter — 2 Millivolt und 72 Stunden spater + 4 Millivolt. 
Wahrend 12 Tagen hielt sich das Potential auf dieser Héhe, um darauf 
auf Null abzufallen. Von da an bis zur letzten Priifung am 15. Marz 1937 
blieb es konstant auf dem Nullpunkt stehen. Andere Membranen durch- 
liefen kein positives Nullpotential und erreichten nach ungefahr | Woche 
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das Gleichgewicht bei 0 Millivolt. Nach einigen Tagen Arbeiten mit 
einer Nullmembran kann diese ein negatives oder positives Asymmetrie- 
potential von einigen Millivolt erreichen. Eine zweistiindige Benetzung 
mit Chromschwefelsadure geniigt im allgemeinen, um es auf Null zuriick- 
zufiihren. Verursacht werden solche Abweichungen leicht durch 
organische Fliissigkeiten, besonders durch das Plasma, indem diese eine 
Fettschicht auf der AuBenflache der Membran abscheiden. Eine geringe 
Menge Paraffinlésung hat tibrigens die gleiche Wirkung. Benzin oder 





200 
mV 











250 2,75 
Py _— 
Abb. 3. 


Chromschwefelsiure kénnen fiir eine ausreichende Reinigung benutzt 
werden. Zusammenfassend ergibt sich, daB unsere Glaszellen infolge 
ihres geringen Widerstands bei vollstandiger Siuberung ein Asymmetrie- 
potential von Null ergeben, das von der Temperatur und dem pu der 
MaBfliissigkeit unabhangig ist. 


2. Eichkurve der Glaselektrode bei konstanter Temperatur. 


Die ideale Glaselektrode sollte fiir ein gegebenes pu dasselbe Poten- 
tial wie die Wasserstoffelektrode liefern. Bei sehr diinnen Membranen 
mit einem Asymmetriepotential von Null sind die idealen Verhaltnisse 
nahezu verwirklicht. Die graphische Darstellung der Abb. 3 zeigt das 
Potential von drei Glaselektroden der Form Haber (2) im Vergleich mit 
dem Potential einer Chinhydronelektrode aus blankem Platin zwischen 
pu 2 und px 3,5. Sie stellt lediglich einen stark vergr6Berten Ausschnitt 
der graphisch ermittelten Eichkurve dar, die zwischen px 1 und px 8 
mittels acht Pufferlésungen fiir 18° C erhalten wurde. Der Parallelismus 
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der Eichgeraden bleibt auch auBerhalb der Grenzen der graphischen 
Abbildung konstant. Die gestrichelte Linie (Eh) gibt die Werte fiir die 
Chinhydronelektrode wieder, die ausgezogenen Geraden jene der Glas- 
elektroden 4, 5 und 6. Es ist ersichtlich, daB der Abstand der Geraden 
voneinander unabhangig vom px ist; dabei gibt die Glasmembran ein 
etwas geringeres Potential als die Wasserstoff- oder Chinhydronelektrode ; 
ihre Abweichung wird durch die genaue Bestimmung des «-Wertes fiir 
jede Glaszelle ausgeglichen. Eine bedeutsame Tatsache ergibt sich aus 
dem Vergleich der Differenz zwischen dem theoretischen Potential und 
dem tatsachlich feststellbaren Potentialwert der Glaselektrode (£,,—F,,): 
Bei der Elektrode mit dem héchsten Widerstand ist auch die Abweichung 
vom theoretischen Potentialwert fiir 18°C am ausgepragtesten: 
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Ey — Ry 

Elektrode 4 4 Millivolt 57 
. 5 4 is 65 

6 87 


Die Verfolgung der Veranderungen des 2,,-Wertes vom Erblasen 
der Elektrode an und vor der Stabilisierung des Potentials zeigt uns 
die gleiche Erscheinung wie bei den Verainderungen des Wertes von «. 


Tabelle I. 





Potential von 


* Potential yon —171,8 Millivolt 3 Std. nach Erblasen. 


Elektrode Herstellung Datum m/10 HCl Tas a Temperatur 
2 4. XII. 19386 5. XII. 1936 — 168.2 |—2,1) 57,4 18°C 
6. XII. 1936 — 165,6 0 57,3 _ 
10. XII. 1936 — 164,2 0 56,8 ~ 
12. XIT. 1936 — 163,2 0 56,4 = 
15. XII. 1936 — 163,2 0 56,4 -_- 
3 12. XII. 1986 14. XII. 1936 —172,3 |—4,0| 583 _ 
15. XII. 1936 — 166,6 0 57,6 a 
16. XII. 1936 — 164,6 0 56,9 — 
17. XII. 1936 — 163,7 0 56,6 _ 
4 23. XII. 1936 24. XII. 1936 — 1684 (—21) 575 — 
25. X11. 1936 || — 166,3 0 57,5 — 
| 26. X11.1936 || — 166,1 0 57,4 _ 
| 29. XII. 19386 || — 164,7 0 56,9 =e 
24. 1.1937 || — 162.4 0 56.2 oo 
4. 11.1937 || — 1629 0 563 — 
16. 11.1987 || — 1625 0 | 562 we 
| 14. 111.1987 | —162,3 0 | 562 _ 
5 —-26. XII. 1936 | 26. XII. 1936*/| —1718 |—7,0! 57,0 _ 
24. 1.1937 — 163,3 0 56,5 -- 
2. IL. 1937 — 163,2 0 56,4 — 
8. II. 1937 — 162,5 0 56,2 me 
16. IT. 1937 — 162.4 0 56,2 _ 
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Wenn die Elektrode erstmalig in Gebrauch genommen wird, ist ihr 
a-Wert im allgemeinen gréBer als der theoretische Wert oder ihm gleich, 
um dann innerhalb von 10 Tagen ziemlich rasch abzusinken. In der Folge 
zeit erniedrigt sich dann « immer langsamer und erreicht nach 3 oder 
4 Wochen vollkommene Stabilitat. Tabelle I zeigt an vier Elektroden 
die Verainderung von «, seine fortschreitende Stabilisierung und das 
Verschwinden des Nullpotentials. Ungeachtet dieser Verfestigung des 
a-Wertes erweist es sich jedoch als nétig, regelmaBig seine Richtigkeit 
nachzupriifen, da — ebenso wie bei dem Asymmetriepotential — eine 
Verunreinigung der Membran das Elektrodenpotential und entsprechend 
auch den «-Wert veraindern kann. Bei verunreinigten Membranen 
stellt sich auBerdem das Potential nicht unmittelbar ein, sondern 
benotigt mehrere Minuten zur Erreichung seines exakten Wertes, 
wahrend sonst das Potential sich augenblicklich mit der Benetzung 
durch eine Lésung ausbildet. 


3. Eichung der Glaselektrode auf verschiedene Temperatur. 


Der EinfluB der Temperatur auf die Glaselektrode auBert sich auf 
dreierlei Weise: 


1. Verinderung des Membranwiderstands, 
» 


Veranderung des Asymmetriepotentials, 
3. Veranderung des Potentials bei Veranderung des pu-Wertes von 
AuBen- und Innenfliissigkeit. 


Verschiedene Autoren fanden UnregelmaBigkeiten im Verhalten der 
Membran bei zu groBen Veranderungen der AuBentemperatur. Nach 
Haugaard (12) ist es nétig, die Elektroden in einem Thermostaten bei 
der tiblichen Arbeitstemperatur aufzubewahren und die Membranen 
mit destilliertem Wasser von dieser Temperatur zu waschen; bei 
AuBerachtlassung dieser MaBnahmen setzt man sich Potentialverinde- 
rungen aus. Nach KA. Schwabe (3) sind Verainderungen von 1 oder 2° 
ohne EinfluB auf die Elektrode. 

Wir fanden, da unsere Membranen keinen Schadigungen durch 
Temperaturverdinderungen unterliegen, wenn diese nicht zu jah er- 
folgen; in diesem Falle gibt die Aufbewahrung im Thermostaten keinen 
Vorteil. Wir studierten den TemperatureinfluB auf das Potential durch 
langsames Erwarmen der Elektrode von 15 auf 40° in einem Bade und 
wihrend 1 Stunde. Die Erhéhung der Temperatur kann sehr rasch 
erfolgen, ohne da eine UnregelmaBigkeit in der Potentialveranderung 
auftritt. Nach Messung des Potentials lassen wir das System auf eine 
Temperatur von 18 bis 24° abkiihlen und erniedrigen die Temperatur 
weiterhin durch Zugabe von Eis zum Wasserbad. Wahrend eine rasche 
Erwarmung keine UnregelmaBigkeiten hervorruft, kénnen bei zu starker 
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Abkiihlung solche Abweichungen auftreten, wobei das Potential plétzlich 
um 10 Millivolt oder mehr absinkt oder sich bei einem fiir die Elektroden- 
temperatur wesentlich zu hohen Wert stabilisiert. Nach einer Ruhe- 
zeit von einigen Stunden bei gewohnlicher Temperatur zeigt die Elektrode 
wieder ein normales Verhalten. Die eigentliche Temperaturabhangigkeit 
des Potentials untersuchten wir an den Fallen, in denen das Potential 





50 
C 


Temperatur 
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Abb. 4. 


nach Erwarmung und darauffolgender Abkiihlung seinen Ausgangswert 
fiir 15° wieder genau erreichte. Die Ablesungen wurden dabei wahrend 
der Abkiihlungsphase vorgenommen. 

Zunachst bestimmten wir die Temperaturabhangigkeit der Elek- 
trode mittels zweier Lésungen von konstantem px fiir jede Temperatur, 
und zwar mittels m/20 Kaliumphthalat als Innenfliissigkeit und n/10 
HCl als AuBenfliissigkeit. Diese Temperaturunabhangigkeit der 
pu-Lésungen ist erforderlich, wenn die beobachteten Veranderungen 
lediglich als Funktion der Glasmembran gelten sollen: Fiir die n/10 HCl- 
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Losung ergibt sich dies innerhalb eines maBigen Temperaturbereiches 
aus der Theorie von Debye-Hiickel, nach welcher entsprechend ver- 
diinnte Lésungen zwischen 15 und 50° keine Veranderung der Ionen- 
aktivitat zeigen. Als px-Wert der n/10 HCl-Lésung ist nach Cullen, 
Keeler und Robinson (16) der Wert 1,08 anzunehmen. Die m /20 Kalium- 
phthalatlésung andererseits zeigt nach Kolthoff und Tekelenburg (17) 
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zwischen 10 und 50° C ebenfalls keine meBbare pxu-Veranderung. Abb. 4 
gibt den Potentialanstieg von fiinf Glaselektroden zwischen 10 und 40° C 
wieder; die Millivoltwerte sind dabei auf der Abszisse und die Tem- 
peraturen auf der Ordinate abgetragen. Die punktierte Gerade (F,) 
gibt zum Vergleich den theoretischen Potentialanstieg als Funktion der 
Temperatur. Aus der Darstellung ist ersichtlich, daB jede Glaselektrode 
eine eigene, charakteristische Eichkurve besitzt, deren Neigung mehr 
oder weniger jener der theoretischen Geraden ahnlich ist. Mit anderen 
Worten ergibt sich damit ein neuer Kennwert fiir die Membran, der 
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durch den Winkel zwischen theoretischer Gerade und _ spezifischer 
Eichgerade der Membran ausgedriickt werden kann und der von Elek- 
trode zu Elektrode verschieden ist. Die Potentialveranderung einer Elek- 
trode in Abhangigkeit von ihrem Alter auBert sich in der gleichen Weise 
und bei irgendwelcher Temperatur. Die graphische Abb. 5 zeigt die 
Geraden, die von derselben Elektrode zu verschiedenen Zeiten seit ihrer 
Inbetriebnahme erhalten wurden. Sie sind praktisch parallel und be- 
schreiben mit der theoretischen Geraden (E,,) denselben Winkel. Wir 
untersuchten ferner die 

Abhangigkeit der Poten- 50 
tialverainderung von der 9 
Temperatur bei Vertau- 





schung der Vergleichs- 
lésungen und verwende- 
ten dazu die n/10 HCl- 
Lésung als Innen- und 
dieKaliumphthalatlésung Yee 
als AuBenfliissigkeit. Da- 
bei ergab sich fiir die 
gleiche Membran derselbe 
Winkelwert, jedoch in der 20 
Umkehrung: Bei einem 
gleichen Mefwert fiir 
20° C,  gleichgiiltig von 10 
der Verteilung der Lésun- 
gen, sind die Werte fiir die 
héheren oder die niedri- 








Temperatur 














0 i 
geren Temperaturen ver- +150 +160 +170 +780 = =mV +7190 
. . . tig! 
schieden. Die graphische Potential 
Abb. 6 zeigt fiir die Elek- Abb. 6. 


trode 4 diese Umkehrung 
des Winkels, der in beiden Fallen 9° betraigt. SchlieBlich be- 
stimmten wir auch mit anderen Lésungen die Neigung der Eichgeraden 
und konnten dabei feststellen, daB sie bei einer gegebenen Membran 
fiir simtliche Lésungen die gleiche ist. Zur Verwendung kamen die 
temperaturunabhangigen Glykokoll-Salzsiuremischungen{ Walbwm (18)), 
die Phosphatgemische, deren Temperaturfehler nach Hastings und 
Sendroy (19) ermittelt wurden, sowie die Glykokoll-Natronlauge- und 
die Citrat-Natronlaugepuffer, fiir welche die Temperaturkorrektion 
nach Walbum bestimmt wurde. Jede Versuchsreihe wurde auBerdem 
unter Vertauschung von Innen- und AuBenfliissigkeit wiederholt. 

Als Ergebnis unserer Untersuchungen iiber die Temperatur- 
abhangigkeit des Potentials laBt sich folgendes feststellen: Die Potential- 
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werte fiir die verschiedenen Temperaturen bilden eine Gerade, deren 
Neigungswinkel gegen die theoretische Potentialgerade fiir jede Membran 
einen charakteristischen Wert darstellt. Er ist zwischen pu 1 und 8 von 
der Aziditat und von der chemischen Natur der verwendeten Pufferlésungen 
unabhdangig. 

Tabelle II gibt den Winkelwert mV/7° von sechs Glasmembranen 
mit den «-Werten bei 20 und 40° wieder. 


Tabelle II. 





Elektrode 6 5 4 3 2 Ep 
Winkelwert 15° 2° g? 5,5° 13° 0° 
- { 55,8 56.5 56,7 57,2 57,2 58,1 
20° | 62,7 60,4 62,4 62,1 63,6 62,1 


Die friiheren Untersuchungen hatten gezeigt, daB die Differenz 
zwischen dem theoretischen Wert von « und dem Eigenwert der Elek- 
trode je nach dem Widerstand der Membran wechselt. Wenn jedoch 
im allgemeinen der Wert von « bei 20° unterhalb des theoretischen 
Wertes liegt, so iiberschreitet er bei 40°C den theoretisch abgeleiteten. 
Da nun fiir eine gegebene Membran die Potentialverianderung eine 
Funktion der Temperatur darstellt, konnen wir diese Tatsache formel- 
maBig erfassen. So ergibt sich aus der graphischen Abb. 4 fiir die 
Elektrode 2 die Gleichung ihrer Geraden zu 

a 0,903 T° — 147,0, 
oder bei Einsetzung dieses Wertes in Gleichung (3) 
—~ 0,903 T° — 147,0 
a= ~ : 
1,08 — 3,97 , 
d. h. der Wert « laBt sich fiir diese Membran fiir jede Temperatur (7°) 


ermitteln. 
SchluBfolgerungen. 


Jede Glasmembran besitzt drei Kennwerte, die fiir die genaue 
pu-Bestimmung bekannt sein miissen: 
1. das Asymmetriepotential, 
2. die Eichgerade mV /pu, 


© 


3. die Eichgerade mV /7". 


Diese drei Kennwerte miissen fiir jede Membran ermittelt werden. 
Sie verindern sich mit der Zeit, ganz besonders innerhalb der ersten 
15 Betriebstage. In der Folgezeit und fiir eine bis heute noch nicht 
ermittelte Dauer bleiben sie konstant; doch ist fiir eine gréBere Ge- 
nauigkeit bei der pu-Messung eine Nachpriifung unerlaBlich. 

Diese Tatsachen lassen es als unméglich erscheinen, mit der Glas- 
elektrode einwandfreie py-Bestimmungen durchzufiihren, wenn die 
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pu-Werte unmittelbar an einem Potentiometer abgelesen werden sollen, 
dessen Eichung ein fiir allemal nach der theoretischen Gleichung vor- 
genommen wurde. 

Die Kennwerte der Glaselektrode verwirklichen die theoretischen 
Bedingungen um so mehr, je geringer der Widerstand ihrer Membran 
ist. Unsere Membranen von 20 bis 30 Megohm bei 25°C kamen den 
theoretischen Bedingungen sehr nahe. 

Die Giite einer Elektrode ist hauptsachlich durch die Glaszusammen- 
setzung bedingt, hangt jedoch auch von der Geschicklichkeit des Her- 
stellers ab, da die Dicke und RegelmaBigkeit der Wandung, die Ober- 
flachengr6Be der Kugel und die Verwirklichung der geometrischen Form 
die Verwendbarkeit beeinflussen?. 

Die Verminderung des Widerstandes bei erhéhter Temperatur 
begiinstigt die Messung bei 37°, wodurch die Glaselektrode hauptsachlich 
fiir Messungen von Plasma-pu-Werten geeignet scheint. 

Aus der Tatsache, da} die Glasmembran nicht genau der theoreti- 
schen Potentialveranderung als Temperaturfunktion folgt, werden 
schlieBlich vielleicht auch die von verschiedenen Autoren gefundenen 
UnregelmafBigkeiten erklarlich; durch die im letzten Abschnitt ge- 
brachte Formel wird es erméglicht, diese Abweichungen bei der Be- 
stimmung der Wasserstoffionenkonzentration auszuschalten. 
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Libt sich die grundsitzliche Zusammensetzung von Eiweib- 
kérpern durch die Nahrung verindern? 
Von 
Stabsarzt Dr. phil’ et med. habil. Konrad Lang. 
(Aus der stadtischen Krankenanstalt Kiel und dem physiologisch-chemischen 
Laboratorium der Militararztlichen Akademie Berlin.) 


(Eingegangen am 13, April 1937.) 


Die Untersuchungen der letzten Jahre haben ergeben, da die 
chemische Zusammensetzung der Serum- und GewebseiweiBkoérper nicht 
so starr fixiert ist, wie man bisher glaubte. Schon beim gesunden 
Menschen zeigen die SerumeiweiBkorper gewisse, wenn auch nicht sehr 
grobe Schwankungen in ihrem Gehalt an den einzelnen Aminosauren, 
so dab es berechtigt ist, von einem individuellen Aufbau der Kérper- 
proteine zu sprechen (Lang und Braun}, v. Desed, Lamoth und Fodor?, 
Abderhalden und Buadze*). Noch g?éBere Verschiedenheiten im Aufbau 
findet man unter pathologischen Verhaltnissen. Auch die EiweiBk6rper 
der Organe zeigen Schwankungen in ihrer Zusammensetzung, die in 
pathologisch veranderten Organen recht erheblich sein kénnen (Fiirth, 
Kaunitz und Scher} *). 

Schenck u. Mitarbeiter > haben in ausgedehnten Untersuchungsreihen 
groBe Schwankungen in der Zusammensetzung der Blut- und Gewebs- 
eiweiBkérper gefunden und haben diese Schwankungen als Folgen der 
Stoffwechselumsetzungen in den Geweben aufgefaBt. Sie glauben, daB das 
aufgenommene Nahrungseiweif zu einem Umbau der Koérperproteine fiihrt 
und da daher die bisherige dualistische Betrachtungsweise des EiweiBstoft- 
wechsels mit den Gegensitzen exogen und endogen nicht mehr aufrecht 
erhalten werden kann. Infolge der groBen Tragweite dieser Mitteilungen 
von Schenck haben Abderhalden und Buadze* Versuche in der gleichen 
Richtung, jedoch mit ganz anderer Methodik unternommen. Mit Hilfe 
ihrer Abwehrfermentreaktion, die eine sehr feine Differenzierung der Proteine 
erlaubt, fanden sie jedoch keine feststellbaren Verainderungen der Serum- 
eiweiBk6rper durch die Nahrung, wahrend individuelle Unterschiede in der 
Struktur dieser Proteine zutage traten. 

Bei meinen zahlreichen Bausteinanalysen von SerumeiweiBkorpern 
habe ich immer nur mehr oder minder groBe Schwankungen um eine 
gewisse Mittellage beobachtet. Ich habe aber nie, auch unter pathologi- 
schen Bedingungen nicht, eine Durchbrechung des grundsatzlichen 


‘ 


! Arch. f. exper. Pathol. 167, 708, 1932. — * Diese Zeitschr. 271, 381, 
1934. —- * Fermentforschung 14, 333, 1934. — 4 Diese Zeitschr. 272, 88, 
1934. — ° Arch. f. exper. Pathol. 169, 343, 1933; 170, 151, 1933; 178, 260, 
269 u. 278, 1933; Zeitschr. f. physiol. Chem. 215, 87, 1933; Ergebn. d. inn. 
Med. 46, 269, 1934. 
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Aufbaues des betreffenden Proteins gefunden, beispielsweise durch 
Vorkommen einer Aminoséure, die normalerweise in diesem Eiweif 
nicht vorhanden ist, oder umgekehrt durch Fehlen einer Aminosaure, 
die sonst ein regelmaBiger Baustein dieses Proteins ist. Die Unter- 
suchungen von Schenck haben mich veranlaBt, zu priifen, ob und bis 
zu welcher Grenze man die Zusammensetzung von Eiweibk6orpern durch 
die Nahrung beeinflussen kann. Vor allem interessierte mich die Frage, 
ob man durch eine recht einseitige Nahrung auch den grundsatzlichen 
Aufbau eines EiweiBes durchbrechen kann, d.h. ob es gelingt, durch 
reichliche Verabreichung einer in einem bestimmten Eiweif nicht vor- 
kommenden Aminosaure deren Einbau in dieses Eiweif zu erzwingen. 
Bei der Auswahl einer solchen Aminosiéure war zu beriicksichtigen, daB 
es zwar eine der natiirlichen Aminosaure sein muBte, die aber bei der 
iiblichen Ernahrung in nicht zu grober Menge aufgenommen wird und 
leicht analytisch greifbar ist. Eine solche Aminosdure glaube ich in 
dem Oxyprolin gefunden zu haben, das diesen Anforderungen entspricht 
und das in dem Serumalbumin normalerweise nicht vorkommt. 

Uber den Oxyprolingehalt von NahrungseiweiB sind wir nur sehr 
mangelhaft unterrichtet. In den meisten pflanzlichen Proteinen scheint 
es zu fehlen. Spérer und Kapfhammer' fanden Gliadin, Glutenin und 
die EiweiBkérper der Sojabohne oxyprolinfrei. Edestin enthalt nach 
Osborne, Leavenworth und Nolan? 3,2°% Oxyprolin. Von den tierischen 
EiweiBstoffen ist Casein frei von Oxyprolin (Waldschmitz-Leitz und 
Akabori®, Rauschning*). Auch die Protamine scheinen diese Amino- 
siure nicht zu enthalten. Sichere Zahlen fiir den Oxyprolingehalt 
anderer EiweifBstoffe liegen nicht vor. Die normale Aufnahme von 
Oxyprolin ist daher schwer zu schatzen. Ich glaube aber, daB eine 
tagliche Aufnahme von 0,5 g eher zu hoch als zu niedrig gegriffen ist. 

Um meinen Versuchspersonen eine méglichst grofBe Menge Oxyprolin 
zuzufiihren, verabreichte ich Gelatine. Diese enthalt nach Bergmann® 
rund 14%, Oxyprolin. Bei einer Zufuhr von 50 g Gelatine bzw. Gelatine- 
hydrolysaten erhielten meine Versuchspersonen also etwa 7 g Oxyprolin 
am Tag, was auch bei vorsichtiger Schatzung sicher das 10- bis 20 fache 
der normalen Aufnahme ist. 


Methodisches, 


Den Versuchspersonen wurde zundchst morgens niichtern soviel Blut 
entnommen, daB mit Sicherheit 40 ccm Serum daraus zu gewinnen war. 
Die Versuchspersonen erhielten dann 14 Tage hindurch eine verhaltnismaBig 
eiweiBarme Kost von 40 bis 50g EiweiB im Tag. AuBerdem erhielten sie 
taglich 50g Gelatine bzw. Gelatinehydrolysat. Dazu wurde die Gelatine 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 187, 84, 1930. — ? J. of biol. Chem. 61, 
309, 1924. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 224, 187, 1934. — 4 Milch- 


wirtschaftl. Forschungen 15, 390, 1933. — 5 J. of biol. Chem. 110, 471, 1935. 
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mit 20°, iger Schwefelsaure hydrolysiert und die Schwefelsdéure vollstandig 
mit Baryt entfernt. Das Filtrat wurde dann im Vakuum sehr stark eingeengt 
und mit Himbeer- oder Zitronensaft vermischt verabreicht. Nach 14tagiger 
Verabreichung von Gelatine wurde wieder morgens niichtern die gleiehe 
Blutmenge entnommen. 

Zur Darstellung der EiweiBfraktionen wurden 40cem Serum ver- 
arbeitet. Zunachst wurde auf Drittelsattigung mit Ammonsulfat ge- 
bracht (= Euglobulinfraktion). Der Niederschlag wurde griindlich mit 
gleich konzentriertem Ammonsulfat ausgewaschen. Filtrat und Wasch- 
fliissigkeit wurden dann vereinigt und auf Halbsattigung mit Ammonsulfat 
gebracht (= Pseudoglobulinfraktion). Der abfiltrierte Niederschlag wurde 
griindlich mit halbgesattigtem Ammonsulfat ausgewaschen. Das Filtrat 
wurde mit einem Fiinftel Volumen Essigséure-Acetatpuffer (118 g Natrium- 
acetat und 56 cem Eisessig im Liter) versetzt und im kochenden Wasserbad 
koaguliert (= Albuminfraktion). Die Niederschlage der Eu- und Pseudo- 
globulinfraktion wurden in Wasser gelést, filtriert und auf die gleiche Weise 
nach Zusatz des Puffers koaguliert. Die denaturierten Eiwei®Bfraktionen 
wurden dann auf gewogene Filter filtriert, so lange mit Wasser gewaschen, 
bis im Filtrat kein Sulfat mehr nachweisbar war und dann mit Alkohol- 
Ather (3:1) und Ather extrahiert. Dann wurden sie bei 105° zur Gewichts- 
konstanz getrocknet und gewogen. Von jeder Eiweififraktion wurde eine 
gewogene Menge einer Alkali- und einer Saurehydrolyse unterworfen. In 
den alkalischen Hydrolysaten wurden Tyrosin und Tryptophan nach Folin 
und Marenzi' bestimmt. Die sauren Hydrolysate dienten zur Ermittlung 
von Cystin nach Folin und Marenzi, von Arginin und Histidin nach Lang 2,3 
und von Oxyprolin nach Lang‘ in der Modifikation von Waldschmitz- 
Leitz und Akabori >. , 


Wie die Tabelle I zeigt, nahm auffallenderweise der EiweiSgehalt 
des Serums im Verlaufe der Gelatineverabreichung zu. Die Zunahme 


Tabellel. Verhalten der Eiwei®Bfraktionen vor und nach Gelatine- 








verabreichung. 
Versuchs- ®/) Euglobulin 0/) Pseudoglobulin 0/9 Albumin °/5 Gesamteiweili 
7 vor nach vor nach vor nach vor nach 
Z. 1,38 1,31 Eve 1,83 5,27 5,37 8,42 8,51 
W. 0,85 1,07 1,31 1,34 4,79 5,22 6,95 7,53 
M. 084 | 090 | 149 | 161 | 422 | 456 | 655 | 7,07 
R. 0,85 0,84 1,61 1,75 4,92 5,13 7,38 7,72 


betraf in erster Linie die Albuminfraktion. Auf den Oxyprolingehalt 
der einzelnen Fraktionen war die Gelatineverabreichung ohne jeden Ein- 
fluB (Tabelle II). In der Euglobulinfraktion, die normalerweise allein meB- 
bare Oxyprolinmengen enthalt, hatte sich der Oxyprolingehalt nicht 
veraindert und in der Albuminfraktion war nach wie vor kein Oxyprolin 
nachzuweisen. Daf der Gehalt an den anderen untersuchten Amino- 


1 J. of biol. Chem. 88, 89, 1929. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 208, 
273, 1932. — * Ebenda 222, 3, 1933. — ‘4 Ebenda 219, 148, 1933. — 
5 Ebenda 224, 187, 1934. 
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siuren durch die Gelatineverabreichung unbeeinfluBt blieb, zeigt die 
Tabelle LI1, in der als Beispiel die Werte fiir einen Fall zusammengestellt 
sind. Da sich die anderen drei Versuchspersonen genau so verhielten, 
glaube ich der Raumersparnis halber von der Wiedergabe des gesamten 
Zahlenmaterials absehen zu kénnen. 


Tabelle II. Der Oxyprolingehalt der Eiwei®fraktionen vor und 
nach Gelatineverabreichung. 





Es enthielten 9/9 Oxyprolin 


Versuchs- 


person Euglobulin Pseudoglobulin Albumin 
vor nach vor nach vor ; nach 
Z. 0,21 0,20 Spur Spur 0,0 0,0 
W. 0,25 0,23 “ i 0,0 0.0 
M. 0,21 0,22 * . 0,0 0,0 
R. 0,23 0),22 ‘ . 0,0 0,0 


Tabelle IIT. Die Zusammensetzung der EiweiBfraktionen vor und 
nach Gelatineverabreichung. Versuchsperson Z. 





Euglobulin Pseudoglobulin Albumin 

Aminosaéure re fe ——_______———— : — 

vor nach vor nach vor nach 

Tyrosin .-... ss . eg |. BM 5,67 4,34 4,77 3,82 3,54 
Tryptophan... . .%j| 2,87 3,05 1,70 2,19 1,15 0,91 
Cyem . . <a. 3 el ee 2,90 2,35 2,42 3,75 3,66 
Avon). % || 2,12 1,98 2,20 2.49 2.65 2,57 
ees es 1,97 2,24 2.56 2,71 2,91 3,00 


Meine Versuche geben keinen Anhaltspunkt dafiir, daB sich die 
Zusammensetzung der SerumeiweiBkérper durch das NahrungseiweiB 
merklich beeinflussen la8t, selbst wenn ein so einseitig zusammen- 
gesetzter EiweiBkérper, wie die Gelatine es ist, verabreicht wird. 


Zusammenfassung. 

Zur Feststellung, wieweit sich die Zusammensetzung der Serum- 
proteine durch das NahrungseiweiB verandern 1aBt, wurden an vier 
Versuchspersonen 14 Tage hindurch taglich je 50g Gelatine (= 7g 
Oxyprolin) verabreicht. 

Die Gelatineernahrung hatte keinen deutlichen EinfluB auf die 
Zusammensetzung der Euglobulin-, Pseudoglobulin- und Albumin- 
fraktion des Serums. Trotz des reichlichen Angebots an Oxyprolin war 
diese Aminosaure nicht in die normalerweise oxyprolinfreie Albumin- 
fraktion eingelagert worden. 

Als Nebenbefund wurde beobachtet, daB8 der EiweiBgehalt des 
Serums durch die Gelatineverabreichung erhéht wird, wobei in erster 
Linie die Albuminfraktion zunimmt. 
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Uber die Anwendbarkeit des Kjeldahlschen Stickstoff- 
bestimmungsverfahrens bei biologischen Untersuchungen. 
Von 
Carsten Olsen. 

(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 12. April 1937.) 

Finleitung. 

1935 erschien eine Abhandlung von Smyth und Wilson (10) tiber 
die scheinbare Stickstoffassimilation keimender Erbsen, die den Unter- 
titel ,, Die Anwendbarkeit der Aje/dahl-Methode bei biologischen Stick- 
stoffassimilationsversuchen* trug. In dieser Arbeit wurde Kyjeldahls 
Stickstoffbestimmungsverfahren kritisiert und als ungeeignet fiir 
Studien iiber biologische Stickstoffbindung dargestellt. Die Abhandlung 
erschien im Rahmen einer Diskussion, deren Gegenstand im folgenden 
erértert werden soll. , 

Nerina Vita (12) (13) (14) veréffentlichte 1932 drei Arbeiten, in denen 
sie angab, nachgewiesen zu haben, da Keimpflanzen verschiedener Legu- 
minosen unter bestimmten Versuchsbedingungen imstande seien, unte! 
Einwirkung verdiinnter Lésungen von Coffein oder Strychnin, atmo- 
spharischen Stickstoff ohne Mitwirkurig von Bakterien zu binden. Die 
Stickstoffanalysen nach Kjeldahl ergaben, daB die Samenproben nach 
acht- bis zwélftagiger Keimung 5 bis 30°, mehr Stickstoff enthielten als 
die ungekeimten. Spater lieB die Stickstoffmenge in der Regel etwas nach, 
war aber immer hoéher als in den ungekeimten Samenproben. 

Vitas Versuche wurden 1934 von Haritantis (6) wiederholt und im 
wesentlichen bestatigt. Darauf erschienen 1935 und 1936 zwei Abhandlungen 
von Girtschanoff (5) bzw. Skallau (9), die ebenfalls Vitas Versuche wiederholt 
haben. Diese Verfasser gelangten jedoch zu dem Ergebnis, daB keimende 
Leguminosesamen nicht imstande seien, Stickstoff zu binden. Vitas und 
Haritantis Versuchsergebnisse sollen nach Girtschanoff auf versagender 
Versuchsmethodik beruhen u.a. auf Anwendung einer unzuldanglichen 
Anzahl von Kontrollversuchen, vielleicht auch auf dem Umstande, daB die 
Watte, auf welcher die Samen keimten, Stickstoff enthalten habe. Skal/au 
meint dagegen ebenso wie Enge/ (4), der in einem Referat Vitas und Hari- 
tantis’ Untersuchungen kritisierte, daB die Versuchsergebnisse der beiden 
letztgenannten Forscher lediglich darauf beruhen, daB sie den Stickstoft- 
gehalt in den gekeimten Samen auf deren Trockensubstanzgehalt berechnet 
haben; da wahrend der Keimung ein Verlust an stickstofffreien organischen 
Stoffen stattfinde, miisse natiirlich der Stickstoffgehalt der Trocken- 
substanz steigen. Dieser Einwand ist indessen nicht berechtigt, da die 
beiden Autoren stets den Stickstoffgehalt in den gekeimten Samen auf das 
Gewicht der trockenen, ungekeimten Samen berechnet haben (15). 

Ich selbst habe bereits 1932 Vitas Versuche wiederholt und gelangte 
zu demselben Ergebnis wie Girtschanoff und Skallau; die Ergebnisse diese! 
Untersuchungen werden weiter unten mitgeteilt. 
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Inzwischen erschien 1935 die erwahnte Abhandlung von Smyth und 
Wilson. Auch diese Verfasser haben eine Nachpriifung von Vitas Versuchen 
vorgenommen (teilweise sogar mit Erbsensamen, die sie von Vita erhalten 
hatten), und fanden ebenso wie Vita und Haritantis, daB nach Kjeldahls 
Verfahren vorgenommene Analysen eine Vergr6Berung des Stickstoffgehaltes 
der gekeimten Samenproben aufweisen (durechschnittliche Stickstoff- 
zunahmen 6 bis 7°, in einzelnen Fallen sogar 15 bis 20°,). Im Gegen- 
-atz zu Vita fanden sie aber, dai auch Samenproben, denen nur destilliertes 
Wasser zugesetzt worden war, sich in derselben Weise verhalten, d. h. dafB 
der Zusatz von Alkaloiden ohne EinfluB8B ist. Die Verfasser sind sich in- 
dessen dariiber klar, dai die gefundene Vermehrung des Stickstoffgehaltes 
in den gekeimten Samen nur eine scheinbare ist. Sie beruht ihres Erach- 
tens darauf, daB man bei Anwendung von Ajeldahls Stickstoffbestimmungs- 
verfahren (des ,,offiziellen Ayjeldahl-Verfahrens‘*‘') nicht allen Stickstoff 
der ungekeimten Erbsen in Ammoniakstickstoff umzubilden vermag, 
da die ungekeimten Erbsen Stickstoffverbindungen enthalten, die sich 
nach der Methode von Kjeldahl nicht zersetzen lassen. Ein wesentlicher 
Teil dieser schwer zersetzbaren Stickstoffverbindungen miisse dann wahrend 
der Keimung (durch Hydrolyse) in solehe Verbindungen umgebildet werden, 
deren Stickstoff durch Behandlung nach Kjeldahl leicht in Ammoniak- 
stickstoff iibergeht. Aus diesem Grunde werde eine Zunahme des Stick- 
stoffgehaltes wahrend der Keimung vorgetaéuscht. Um diese Annahme 
zu bestatigen, haben Smyth und Wilson einige Stickstoffbestimmungen 
in ungekeimten Samen von Lupinen, Linsen, Sojabohnen, Pferdebohnen 
und Erbsen sowohl nach dem Verfahren von Kjeldahl als auch nach dem 
von Dumas ausgefiihrt. Diese Analysen ergaben nach Dumas 2 bis 9,6°, 
mehr Stickstoff als nach Kjeldahl. 

Vor kurzem hat Vita (15) in den ,,Ergebnissen der Enzymforschung** 
eine umfassende Darstellung des Gegenstandes gegeben und alle ein- 
schlagigen Veréffentlichungen ausfiihrlich referiert. Vita meint, es sei noch 
nicht bewiesen, dafS die von ihr aus ihren Versuchen gezogenen SchluB- 
folgerungen unrichtig seien, leugnet aber andererseits nicht diese Méglich- 
keit. Damit wird das Problem auf die Anwendbarkeit des Ajeldahlschen 
Verfahrens bei solchen Versuchen zuriickgefiihrt. 


Ich bin der Meinung, da®B in den Veréffentlichungen von Girtschano}f 
und Skallau ein hinreichender Beweis gefiihrt ist, da Vitas Schlub- 
folgerungen fehlerhaft sind. Auch die Untersuchungen von Smyth und 
Wilson zeigen mit geniigender Deutlichkeit, daB Vita deshalb zu falschen 
Ergebnissen gelangt ist, weil sie (und Haritantis) eine ungeeignete Analysen- 
methodik angewendet hat. Dem Hauptergebnis der Untersuchungen von 
Smyth und Wilson, namlich daB das Kjeldahlsche Verfahren (im allgemeinen) 
bei solechen Stickstoffbindungsversuchen nicht verwendbar ist, kann ich da- 
gegen nicht beistimmen, ebensowenig wie ihrer Erklarung, wonach, infolge 
der Umwandlung von schwer zersetzbaren Stickstoffverbindungen in 
leicht zersetzbare wahrend der Keimung, sie se!bst, ebenso wie Vita und 
Haritantis, mehr Stickstoff in den gekeimten als in den ungekeimten Samen 
fanden. Denn auch Girtschanoff und Skallau konnten keine Stickstoff- 
zunahme in den gekeimten Samen feststellen, obwobl sie ebenfalls das 


1 Beschrieben in ..Official Methods of the Association of Official Agri- 
eultural Chemists" (3rd Edition, 1930). 
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Kjeldahlsche Verfahren benutzten. Dies ist darauf zuriickzufiihren, da! 
diese Autoren die Kjeldahische Methode richtig angewandt haben, wahreni( 
die ersterwaihnten eine vereinfachte Form der Methode benutzten, be 
welcher das Verfahren keine richtigen Ergebnisse liefern kann. 

Das vorliegende Problem ist hier so ausfiihrlich erértert worden 
um vor der Anwendung ungeeigneter Abanderungen des Kjeldahl schen 
Verfahrens zu warnen', wie sie in zahlreichen Laboratorien der ganzen 
Welt verwendet werden, obwohl damit keine richtigen Ergebnisse zu 
erzielen sind. Dies kann veranlassen, dab Kjeldahls Verfahren in 
schlechten Ruf gerat. 

Im folgenden soll deshalb gezeigt werden, dab eine Vermehrung 
des Stickstoffgehalts der Leguminosesamen wahrend der Keimung nicht 
festzustellen ist, wenn die im Carlsberg Laboratorium iibliche Abanderung 
des Kjeldahlschen Verfahrens [nach A. C. Andersen und Norman 
Jensen (1) (2)| benutzt wird, daB eine Vermehrung dagegen auftritt, 
wenn das von Smyth und Wilson benutzte ,,offizielle Verfahren‘ (1. c.) 
angewandt wird. Weiter unten wird erklart, weshalb bei einer ungiinsti- 
gen Anderung des Kjeldahl-Verfahrens die gekeimten Samen scheinbar 
mehr Stickstoff als die ungekeimten enthalten. 


Versuche iiber die Stickstoffvermehrung wihrend der Keimung von 
Leguminosesamen. 


A. Kjeldahl-Verfahren, abgedndert nach A. C. Andersen und Norman Jensen. 
Versuche des Jahres 1932. 

Zu den Versuchen wurden Samen von Luzerne, gelber Lupine und Erbse 
verwendet. Von Luzerne wurden Samenproben zu | g (etwa 500 Samen) 
benutzt. Da sich bei gelber Lupine herausstellte, daB der Stickstoffgehalt 
in Proben von nur lg (etwa 7 Samen) sehr bedeutend schwankte (siehe 
Tabelle I), wurden spiterhin von Lupine und Erbse Samenproben zu etwa 
5 2 benutzt. Es wurde eine Gewichtsmenge abgewogen, die der gewiinschten 
mégliehst nahe kam, da die Samen ja nicht geteilt werden durften. Die 
Stickstoffmenge wurde stets auf 1 bzw. 5g Samen umgerechnet. (Die 
Gewichtszahlen und die unmittelbar gefundenen Stickstoffmengen sind 
der Ubersichtlichkeit halber aus den Tabellen weggelassen. ) 

Die zum Keimen bestimmten Samenproben wurden sterilisiert, indem 
sie 30 Minuten in 1°,iges Bromwasser gelegt und sodann in getrocknetem 
Zustand 1 Stunde unter einer Glocke Bromdampf ausgesetzt wurden. 
Weitere Einzelheiten sind von Vita (13) beschrieben worden, deren Ver- 
fahren genau befolgt wurde. 


' Schon 1905 haben S. P. L. Sérensen und A.C. Andersen (11) daraut 
aufmerksam gemacht, da Verbindungen, in denen der Stickstoff in ring 
féormiger Bindung vorkommt, nur unvollstaéndig zersetzt werden, wenn 
man das urspriingliche Ajeldahl-Verfahren anwendet, und dai dieses darum 
geindert werden muB, wenn es zur Analyse soleher Stoffe benutzt werden 
soll. Desgleichen wurde schon doit nachgewiesen, da die verschiedenen 
schon damals bekannten Anderungen des Verfahrens nicht alle richtige 


Ergebnisse zeitigen. 
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182 C. Olsen: 


Die Samen wurden auf Watte in Petri-Schalen bei 15 bis 20° C gekeimt 
In drei der Versuchsreihen wurden der Watte je 10 ccm einer 2° sige: 
Strychninnitratl6sung zugesetzt, in den tibrigen Versuchsreihen wurde: 
10 cem einer 2°/, igen Coffeinlésung benutzt. Die weitere Versuchsanordnung 
ist aus Tabelle I ersichtlich. 

Die Stickstoffbestimmung erfolgte nach A.C. Andersens und Norma) 
Jensens Verfahren, wegen des zugesetzten Strychninnitrats jedoch mit 
einer weiteren Abiéinderung nach Carsten Olsen (8). Den ungekeimter 
Samenproben wurden vor der Stickstoffbestimmung je 0,3 g¢ Watte zu 
gesetzt. Die gekeimten Samenproben wurden quantitativ mit der Watt: 
und der darin aufgesogenen Alkaloidlésung in die Ajeldahl-Kolben iibe: 
fiihrt. Uber die weitere Behandlung der Analysen siehe Abschnitt 1 
Die Stickstoffmenge der zugesetzten Alkaloidlésung wurde vom Analysen 
ergebnis abgezogen und ist somit nicht in den Zahlen der Tabelle I enthalten 


B. Kjeldahl-Verfahren, abgedndert nach A.C. Andersen und Norman Jensen, 
sowie nach Smyth und Wilson. 
Versuche des Jahres 1936. 


Zu diesen Untersuchungen wurden je 5g von Samenproben der gelber 
Lupine und vier verschiedener Erbsensorten benutzt!. Versuchsanordnung 
wie im Abschnitt A beschrieben, nur ohne Sterilisation der Samen, sowir 
ohne Zusatz von Alkaloidlésungen. Keimen auf 0,3 g¢ Watte mit Zusatz 
von 10cem destilliertem Wasser. Die Analysen wurden stets nach neun 
tigiger Keimung ausgefiihrt. 

Bei den Kjeldahl-Bestimmungen nach dem Verfahren von A. C. Ande) 
sen und Norman Jensen? wurde die Zersetzung der Samenproben in 500 
cem-Kjeldahl-Kolben nach Zusatz von 100 ecm konzentrierter Schwefel- 
sdure, 50g Kaliumsulfat, 5g Kupfersulfat, 3,75 g Merkurisulfat und ein 
wenig Graphitpulver vorgenommen. (Die Reagensmengen sind entsprechend 
den groBen Samenproben fiinfmal so groB wie die gewohnlich verwendeten. ) 
Es wurde iiber Argandbrennern gekocht und das Kochen noch 3!/, Stunden 
fortgesetzt, nachdem das Gemisch klar geworden war und eine blaugriine 
Farbe angenommen hatte. Nach beendeter Zersetzung wurde der Inhalt 
in einen 500-cem-MeBkolben iibergefiihrt und mit’ Wasser aufgefiillt. Zu: 
Destillation wurden zweimal 50cem dieser Lésung benutzt [vgl. A.C. 
Andersen und Norman Jensen (1) (2)]. 

Bei der Kjeldahl-Bestimmung nach dem von Smyth und Wilson be 
nutzten ,,offiziellen Verfahren‘ wurde die Zersetzung der Samenproben in 
500-cem-Kjeldahl-Kolben nach Zusatz von 100 cem konzentrierter Schwefel 
saure, 20 g wasserfreiem Natriumsulfat und einem Kristall (etwa 1 bis 2 g) 
Kupfersulfat vorgenommen. Es wurde iiber Argandbrennern gekocht, bis 
das Gemisch klar griin geworden war und danach das Erhitzen 1 Stunde 
fortgesetzt. Sodann wurde der Kolbeninhalt mit Wasser auf 500 cem ver 
diinnt und zweimal 50 eem dieser Lésung zur Destillation benutzt. Destilla 
tion nach Zusatz eines Uberschusses von Natriumhydroxydlésung. 

Das Ergebnis der Stickstoffbestimmungen ist aus Tabelle II ersichtlich. 


! Die Samen der verschiedenen Erbsensorten wurden mir freundliche 
weise von Herrn Professor Dr. 0. Winge iiberlassen. — * Da bei diese 
Versuchen kein Strychninnitrat zugesetzt wurde und keine der Samen- 
sorten Nitrate enthielt, wurde nicht, wie in der ersten Versuchsreihe, 
das abgeanderte Verfahren nach Carsten Olsen benutzt. 
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Erérterung der Versuchsergebnisse. 

Aus den Analysenergebnissen, die mittels des Ajeldahl-Verfahrens 
in der Abanderung von A.C. Andersen und Norman Jensen erhalten 
wurden (Tabelle I und II), geht hervor, dal die untersuchten 
Leguminosensamen ihren Gehalt an gebundenem Stickstoff bei der 
Keimung weder vergréBert noch verringert haben. Die Keimpflanzen 
enthalten genau dieselbe Stickstoffmenge wie die ungekeimten Samen 

Bei Anwendung des ,,offiziellen Verfahrens‘‘ kommt man dagegen 
zu dem Ergebnis (‘Tabelle II), da die aus den Lupinensamen ent 
wickelten Keimpflanzen nach neuntagiger Keimung 3 °% mehr Stickstoff 
enthalten als die ungekeimten Samen; bei den vier Erbsensorten betragt 
die scheinbare Stickstoffzunahme nach 9 Tagen 3,4 bzw. 3,8, 4,1 und 
4.6%. Diese scheinbare Stickstoffvermehrung ist offenbar auf die 
Anwendung einer unrichtigen Abanderung des Kjeldahl schen Verfahrens 
zurickzufiihren. Aus den Zahlen (Mittelwerten) der Tabelle II geht 
namlich hervor, daB die durch das _ .,offizielle Verfahren“ erzielten 
Analysenergebnisse in allen Fallen niedriger sind als bei Anwendung 
von A.C, Andersens und Norman Jensens Verfahren. Am gréBbten ist 
der Unterschied bei den ungekeimten Samen, was aus der Ubersichts- 
tabelle III hervorgeht: Nach A.C. Andersens und Norman Jensens 
Methode findet man 4 bis 10° mehr Stickstoff in den Samen als 
nach dem_,,offiziellen Verfahren’. .Dies entspricht ganz gut dem 
Unterschied, den Smyth und Wilson zwischen den Ergebnissen mit 
dem ,,offiziellen Kjeldahl-Verfahren* und dem Verfahren nach Dumas 
fanden, naimlich nach Dumas in Lupinensamen 2° und in Erbsen 
95°, mehr Stickstoff als nach Kjeldahl. 


Tabelle III. Stiekstoffgehalt der ungekeimten Samen der fiinf 
untersuchten Leguminosen (Mittelwerte aus Tabelle I). 





Differenz der zwei 
Bestimmungsarten 


mg N je 5g Samen 





Stickstoffbestimmung 


nach nach dem mg N 0), * 
Andersen »offiziellen 
und Jensen Verfahren* 
GUNG EOIN oy os Ss oe 348 334 14 4,2 
Erbse (Ole Ohlsen). Yee a 184 176 8 4.5 
Erbse (Sorte mit kleinen, violett 
gwefleckten Samen)...... 176 160 16 10,9 
Erbse (Sorte mit gelben, mittel- 
groBen Samen) ....... 202 187 15 8.0 
Erbse (Herzog von Albany). . . 211 194 17 8.8 


* Prozentueller Mehrbetrag, bezogen auf die Werte des ,offiziellen Verfahrens*. 


Das ,.offizielle Verfahren‘ liefert also zu niedrige Werte. Dies 
gilt auch fiir gekeimte Samen, jedoch ist hier der Unterschied zwischen 
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den Ergebnissen der beiden Abanderungen des A jeldahl-Verfahrens 
kleiner, so daB bei Anwendung des ,,offiziellen Verfahrens** sich fiir die 
Keimung eine scheinbare Stickstoffzunahme ergibt. Smyth und Wilson 
nehmen an, daB auBer der erwihnten Umwandlung der Stickstoffver- 
bindungen wahrend der Keimung (s. 8. 179) eine ahnliche Umbildung 
auch wahrend der Zersetzung der Analysenproben im K jeldahl-Kolben 
stattfinden kann, jedoch nur bei Anwesenheit von Wasser, und es sei 
deshalb von Bedeutung, dab die Zersetzung der gekeimten Samenproben 
anfangs in Anwesenheit von Wasser vorgenommen wird (die Keim- 
pflanzen sowie der Nahrboden enthalten Wasser und werden mit Wasser 
in die Kjeldahl-Kolben hiniibergespiilt), wahrend die trockenen, un- 
gekeimten Samen praktisch ohne Anwesenheit von Wasser zersetzt 
werden. In diesem Zusammenhang erwahnen die Autoren den Befund 
von Bal (3), daB man bei der Analyse getrockneter Bodenproben mehr 
Stickstoff findet, wenn man vor der Zersetzung in den A jeldahl-Kolben 
Wasser zusetzt, als ohne Wasserzusatz!. 

Um die Richtigkeit der Balschen Angabe nachzupriifen, habe ich 
in drei verschiedenen Bodenproben Stickstoffbestimmungen — vor- 
genommen, teils nach A.C. Andersens und Norman Jensens Methode, 
teils nach dem ,,offiziellen Verfahren’. In beiden Fallen wurden teils 
trockene, teils mit 25 ccm destilliertem Wasser versetzte Proben ana- 
lysiert. Es ist aus Tabelle 1V ersichtlich, daB der Wasserzusatz fiir das 
Ergebnis belanglos ist, und da das_ ,,offizielle Verfahren‘’ Werte 
liefert, die 8 bis 10% niedriger liegen als die entsprechenden Werte 
nach A.C. Andersens und Norman Jensens Methode. 

Ob der Wassergehalt der gekeimten Samenproben fiir das Analysen- 
ergebnis eine Rolle spielt, wenn die Analysen nach dem ,,offiziellen Ver- 


Tabelle IV. Stickstoffgehalt in drei Bodenproben. 





Stickstoffbestimmung 


¢ 
nach Andersen nach a Ditferenz 
Bodenprobe 
mg Stickstoff in 
10g 10 g trockener 10g 10g trockener 
trockener Erde + 25cem trockener Erde + 25cem mg N 0/5 
Erde Wasser Erde Wisser 
Hochmoortorf . . 93,4 93,6 83.6 84,2 96 103 
Sandboden. . . . 31.8 31,7 29,1 28,7 2,9 9,1 
Schwerer Tonboden 12,5 12,5 11,5 11,6 1.0 8,0 


1 Bal erklart diese Erscheinung anders als Smyth und Wilson. Er 
meint, die untersuchten Bodenproben enthalten gewisse gréBere eisen- 
haltige Teilchen, die stickstoffhaltige organische Stoffe einschlieBen kénnen. 
Diese Teilehen gehen nicht in konzentrierter Schwefelséure, wohl aber in 
verdiinnter Schwefelsaure in Lésung. 
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fahren’ vorgenommen werden, ist nicht untersucht worden, aber es ist 
anzunehmen, daB die Zersetzung wasserhaltiger organischer Stoffe 
langere Zeit beansprucht, weil starkes Schiumen einsetzt, sobald 
das Wasser groBtenteils verdampft ist und die Verkohlung begonnen hat. 
Hierdurch wird die Siedezeit verlangert, und dies ist fiir die Ergebnisse 
der Analysen von Belang. Bei Bestimmung des Stickstoffgehaltes in 
Erbsenmehl fand ich namlich, daB8 die Analysen nach dem ,,offiziellen 
Verfahren nahezu dasselbe Ergebnis wie nach A.C. Andersens und 
Norman Jensens Methode liefern, wenn die Siedezeit, nachdem das 
Zersetzungsgemisch klar griin geworden war, von | auf 4 Stunden ver- 
langert wurde. Diese MaBnahme reichte indessen fiir Bodenproben 
nicht aus. Wurden Analysen von solchen nach dem ,,offiziellen Ver- 
fahren‘** vorgenommen, so wurde zwar der Stickstoffwert bei der Siede- 
zeit von 4 Stunden erhdht, aber selbst in diesem Falle lagen die Ana- 
lysenergebnisse etwa 6°, unter den nach A.C. Andersens und Norman 
Jensens Verfahren gewonnenen. 

Eine der Ursachen, weshalb das ,,offizielle Verfahren‘‘ zu niedrige 
Ergebnisse zeitigt, ist also, daB die angewendete Siedezeit zu kurz ist. 
Es mag in diesem Zusammenhang von Interesse sein zu erwahnen, dal 
Haritantis das Kochen iiberhaupt nicht fortgesetzt hat, nachdem das 
Gemisch eine klare griine Farbe annahm, wogegen Girtschanoff, der 
keine Vermehrung des Stickstoffgehaltes der gekeimten Leguminose- 
samen ermittelte, noch 2 Stunden langer kochte. Vita hat nichts tiber 
die Dauer der Siedezeit erwahnt. 

Endlich ist darauf aufmerksam zu machen, da Bestimmungen des 
Stickstoffgehalts von Leguminosensamen nach K jeldahls urspriinglichem 
Verfahren! (7) dasselbe Ergebnis liefern wie nach A.C. Andersens 
und Norman Jensens Abanderung desselben. 


Zusammenfassung. 

Das Kjeldahl sche Verfahren in der von A. C. Andersen und Norman 
Jensen abgeinderten Form ist fiir Studien iiber biologische Stickstoff- 
bindung gut geeignet. 

Das von Smyth und Wilson verwendete ,,offizielle Ajeldahl-Ver- 
fahren** fiihrt bei Bestimmung des Stickstoffgehaltes in Erde und in 
Samen von Leguminosen zu Ergebnissen, die bis zu 10°, niedriger sind 
als die nach A.C. Andersens und Norman Jensens Anderung des 
Kjeldahischen Verfahrens ermittelten. 

Eine der Ursachen fiir die zu niedrigen Ergebnisse des ,,offiziellen 
Verfahrens* ist die zu kurze Siedezeit wihrend des Zersetzungsvorganges. 

! Diplomingenieur Holger Jérgensen hat im Laboratorium der ,,Dansk 


Gaerings-Industri‘* diese Analysen ausgefiihrt, wofiir ich ihm auch hier 
meinen Dank erstatte. 
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Vitas und Haritantis’ Behauptung, Keimpflanzen  verschiedener 
Leguminosen kénnten atmospharischen Stickstoff ohne Mitwirkung von 
Bakterien binden, ist falsch. Ihre Ergebnisse sind auf eine unbrauchbare 
Abanderung des Kjeldahl-Verfahrens zuriickzufiihren. Es empfiehlt sich 
daher, fiir biologische Versuche eine brauchbare Form des A jeldahl- 
Verfahrens zu wahlen. 

Herrn Professor Dr. S. P. L. Sérensen danke ich fiir sein nie ver- 
sagendes Interesse an meiner Arbeit. 


Literatur. 
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Uber die Berechnung 
von Assimilationswerten nach Boysen-Jensen. 
(Vorlaiufige Mitteilung.) 
Von 
H. von Diieker. 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Botanischen Staatsanstalten 
in Miinchen.) 


(Eingegangen am 23. April 1937.) 


Boysen-Jensen' gibt zur endgiiltigen Berechnung der von einem 
griinen Blatt aus der Luft aufgenommenen CQO,-Menge eine Tabellen- 
formel, die in Buchstaben folgendem Ausdruck entspricht: 


(L—A).h.q.n 
L+A 
t- f . 9 
Darin bedeuten: M assimilierte CO,-Menge in mg, L = CO,-Menge 
in 1 edm freier Luft, 4 = CO,-Menge in 1 edm Luft nach Einwirkung aut 
die Blattflache (,,Versuchsluft*'), A Zeiteinheit, q Einheit der Blatt- 
flache, ¢ Versuchsdauer, f Blattflache, » = normaler CO,-Gehalt der 
AuBenlaft (0,59 mg im edm). ; 


L und A werden wie folgt bestimmt: 


‘I 
L= 7 -22-k- : (II) 
VY 

b—a 
A= T-22-k- ; (IIT) 

Vo 
Darin bedeuten: 7 Titer der verwendeten HCl, 22 Aquivalent 
; % im Versuch verwendete — | ; 
von CO,, k : oo cem Barytlauge (hei 

. B zum Titrieren verwendete | ; 


30 
Boysen -Jensen ; -), b cem HCl, erforderlich zum Neutralisieren von ; 
ov 


ror einem Versuch, / cem HCl, erforderlich zum Neutralisieren von /) 
nach Durchleiten von AuBenluft, a ecm HCl, erforderlich zum Neutrali- 
sieren der # nach Durchleiten von ,,Versuchsluft™, ¢,, 2 Volumina der 


jeweils durchgeleiteten Luft, reduziert auf 0° und 760mm Druck. 
(7 .22..k) bleibt innerhalb einer Versuchsreihe ungeandert. Setzt 


man dafiir C, so wird aus I mit IT und III: 

5b—l b—a h 
7. 7 jee . . “n 
) sé V2 : 


er Pr mene pa 
off 


as | 2 


M = (IV) 


' Planta 21, 368, 1933. 
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Berechnung von Assimilationswerten nach Boysen-Jensen. Iso 


C hebt sich heraus! Das ist bemerkenswert: denn gerade diese 
Konstante enthalt die Faktoren, die zur Berechnung der verbrauchten 
CO,-Mengen in mg durchaus notwendig sind, namlich: Titer der HC, 
Menge der titrierten Lauge, Aquivalent CO,. Nach Formel I errechnet 
man also ein WM, das von den erwahnten drei GroBben unabhangig ist: 
d. h. es ware wenigstens rechnerisch ohne Belang, ob bei den 
Versuchen starke oder schwache HCl verwendet wird, ob 5 oder 25 cem 
Barytlauge titriert werden, vorausgesetzt, dap die betreffenden Werte 
innerhalb einer Versuchsreihe ungedndert bleiben. 

Demnach kénnen mit Formel I fiir die Assimilierungsleistungen 
nur solche Werte gefunden werden, die untereinander vergleichbar sind. 
Die aus solchen relativen Werten gewonnenen Tagesgainge mégen 
hier ,,Relativkurven’ genannt werden. Wohingegen solche Tagesginge, 
die absoluten mg-Werten fiir die von der Blattflacheneinheit aufge- 
nommenen CQO,-Mengen entsprechen, ,,Absolutkurven** heiben mégen. 
Letztere sind wegen Fehlens der entscheidenden Faktoren keinesfalls 
mit der ungeanderten Formel | zu finden. 


Als sicherstes Mittel, ,, Absolutkurven* zu erhalten, schlage ich vor: 


. . n ' 
aus Formel I den Faktor zu streichen. 
Lr +A 


~ 


DaB dies unbedenklich geschehen kann, erhellt aus nachstehender 


, n 
bs . xs os . . . 
Uberlegung: Die Einfiigung von geschah in der Absicht, eine der 


a. Ee 

2 
veranderlichen Versuchskomponenten unschadlich zu machen, namlich 
die CO,-Spannung, der die Assimilationsleistung nach Brown und 


Escombe! proportional ist. 


1. Boysen-Jensen vermutet, dab diese Spannung im Rezipienten 
durch die Tatigkeit des Blattes abnimmt, das dann zweifellos gegeniiber 
den Freiluftblattern unter anormalen Bedingungen arbeiten wiirde. 
Und er beriicksichtigt dies, indem er eine ,,mittlere CO,-Spannung im 
Rezipienten” als Faktor in die Formel einfiihrt. Als solche wahlt er das 
arithmetische Mittel aus den CO,-Spannungen am Einlaf und Auslals 


L+4A 
des Rezipienten (Frischluft und ,,Versuchsluft**) 


2. Um den errechneten CO,-Verbrauch der Blattflacheneinheit auf 
den normalen CO,-Gehalt der AuBenluft zu beziehen (0.59 mg im edm), 
wird mit dem Faktor » multipliziert. 


' Proc. Roy. Soc. London 76, Ser. B, 29, 1905. 








1o0 H. von Dicker. 


Zu 1: Bei geeigneter Anordnung der Apparatur strémt so viel Luft 
durch den Rezipienten (etwa 0,33 cdm je Minute), da eine etwaige 
Verminderung der CO,-Spannung sofort ausgeglichen wird. 

Zu 2: Neben dem CQ,-Gehalt der Luft wirken noch andere Kom- 
ponenten auf die Assimilationsleistung, z. B. Licht, Feuchtigkeit, Warme. 
Normalwerte fiir diese Einwirkungen sind aus praktischen Griinden nicht 
einzufiihren. Somit scheint ein solcher (an sich ungewisser) Normalwert 
auch fiir die COQ,-Spannung nicht notwendig. 


Aus der Formel I wird nach Fortfall von 


(L —A).h.q 
AM, = . (V) 

t.f 
Diese Formel leistet ohne weiteres das Gewiinschte: Denn es bleibt die 
fiir Absolutwerte unentbehrliche Konstante C bestehen: 

5 —l b—a 

vy; Vg 

Pe 
und man erhalt unmittelbar die von der Blattflacheneinheit aufge- 
nommenen Mengen CO, in mg. ; 


(VI) 


Die Kurven (M,) und (.V) sind iibrigens keineswegs 4hnlich! 
Nicht nur schneiden sie die Ordinatenachse im allgemeinen in ver- 


schiedenen Héhen, sondern sie laufen auch nicht parallel. Denn die 
positiven und negativen Extremwerte schlagen bei den .,Relativkurven‘* 
(.V) weiter aus. Die Divergenz zwischen (.7) und (./,) wird nur dann 
kleiner, wenn der HCI-Titer sich dem Wert !/,5, und wenn & sich dem 
Wert 1 nahern. Dann namlich wird C = (7 .22.k) nahezu gleich | 
und darf ohne wesentliche Wirkung herausfallen. 

Als Ergebnis der obigen Ausfiihrungen erhebt sich eine weitgreifende 
praktische Forderung: Soleche Arbeiten, bei denen nach Formel I ge- 
rechnet wurde, auf Grund von HCl-Konzentrationen, die merklich vom 
Titer '/,, abweichen (z. B. 1/,,9, wie Boysen-Jensen empfiehlt), kénnen 
keine brauchbaren Angaben itiber die assimilierten Gewichtsmengen CO, 
liefern. Bevor sie nebeneinander verwertet werden kénnen, bediirfen sie 
der Nachpriifung. 
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Kryolyse, Diffusion und TeilchengréBbe. 
IV. Mitteilung!: 


Untersuchungen am Casein. 
Von Hans Leiehter, Guido Umbach und F. F. Nord. 
(Aus dem Physikalisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 24, April 1937.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


1. Ubersicht. 

Die Erkenntnis der mit physikalisch-chemischer Methodik erfab- 
baren Eigenschaften sowohl natiirlicher als auch synthetischer hoch- 
polymerer Verbindungen hat in den letzten Jahren erheblich an Interesse 
gewonnen. Eine ganze Reihe von Forschern bemiiht sich, durch 
Bestimmung verschiedenster Konstanten unsere Vorstellungen, z. B. 
iiber molekularmorphologische und molekularkinetische Verhaltnisse bei 
Proteinen zu erweitern und durch Ermittlung der Zahigkeit bei hoch- 
polymeren organischen Verbindungen oder der Teilchengr6éBen Auf- 
klarung tiber die strukturchemischen Verhaltnisse? bzw. iiber die Mole- 
kulargewichte dieser Verbindungen zu erhalten. 

Namentlich tiber letztere ist in der jiingsten Zeit unter Aufwen- 
dung groBer Bemiihungen erhebliches experimentelles Material zutage 
vefoérdert worden. Biochemie und Physiologie sind in Erwartung der 
Festsetzung seit langem erhoffter Normalwerte an diesen Bestrebungen 
in hohem Mabe interessiert. Bestimmungen von Sedimentationsge- 
schwindigkeiten mit der Ultrazentrifuge sind zur Lésung dieser Aufgabe 
herangezogen worden, und mit ihrem Ergebnis ist bis zu einem gewissen 
Grade der Anspruch verknipft worden, fiir die oben genannten Diszi- 
plinen Normalwerte geschaffen zu haben. Die Methodik gipfelt in der 
Ermittlung von TeilchengréBen in der Annahme, daB in Lésung be- 
findliche Proteinmolekiile freivon Hydratwasser sind*. Svedberg4 gelangte 
auf dieser Grundlage zu der Auffassung, da die Molekiile der meisten 
nativen Proteine aus Einheiten vom Gewicht 34500 aufgebaut zu sein 
scheinen. Diese Befunde wurden neuerdings, zum Teil sogar ohne Be- 
denken, von Grassmann® anerkannt. Demgegeniiber hat Svedberg selbst 

' Vorgetragen auf der 42. Hauptversammlung der Deutschen Bunsen- 
Gesellschaft am 14. Mai 1937. III. Mitteilung: C. Endoh, F. BE. M. Lange u. 
F. F. Nord, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 68, 2004, 1935; vgl. auch F. F. Nord 
u. F. EB. M. Lange, Naturwiss. 28, 722, 1935. —- ? Else Damann, F. E. M. 
Lange, M. A. Bredig u. F. F. Nord, diese Zeitschr. 288, 421, 1936. — * The 
Svedberg, Kolloidzeitschr. 51, 10, 1930. —- 4 Naturwiss. 22, 230, 1934. — 
> Angew. Chem. 50, 68, 1937. Val. hierzu Angew. Chem. 50, 302, 1937. 
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beim Milechalbumin Molekulargewichte von 1000 itiber 12000. bis zu 
25000, beim Casein! von 75000 bis zu 375000 4- 11000 gefunden. 
Roche® rechnet mit Molekiilen von 34570 und 17000. Unklar sind auch 
die Ergebnisse der Ultrazentrifugenanalyse gewisser_ kristallisierter 
Virusproteine*, und Adair und Adair sind auf Grund ihrer eingehenden 
Bestimmung der Dichte von Proteinkristallen und der Hydratation der 
Proteine zu dem wichtigen Ergebnis gekommen, da Svedbergs Annahme, 
das die Proteinmolekiile in Lésung frei von Hydratwasser waren, zu 
Unrecht gemacht worden ist. Dementsprechend ware nach ihrer be- 
griindeten Ansicht eine groBe Anzahl von Neuerrechnungen der vor- 
erwahnten ,,Normalzahlen* erforderlich. Dariiber hinaus ging aus unsern 
bisherigen Versuchen® einwandfrei hervor, dal} sowohl lyophile als auch 
lyophobe Kolloide unter dem EinfluB des Frostes eine konzentrations- 
bedingte irreversible Aggregation bzw. Desaggregation ihrer Teilchen 
erfahren. Dies bedeutet wiederum, das die gleiche Substanz und der 
gleiche EinfluB, ohne daB erstere eine chemische Veranderung erlitten 
hatte, die Errechnung verschiedener TeilchengréBen gestattet, was 
wiederum mit der Méglichkeit der willkiirlichen Festsetzung von Mole- 
kulargewichten gleichbedeutend ist. Diese Versuche sind an natiirlichen 
und an einheitlichen synthetischen Verbindungen ausgefiihrt worden, 
welche auBerdem das Arbeiten in wasseriger L6sung (mit Ausnahme von 
Myosin) erméglicht haben. Wir wandten uns nunmehr dem Casein zu. 
Dieses stellt nach Linderstrém-Lang® keinen einheitlichen Stoff, sondern 
ein reversibles dissoziables Komponentensystem’, bestehend aus lose 
aneinander gebundenen Polypeptiden, dar und fallt bei Einwirkung ver- 
schiedener Mittel zusammen als Gemisch aus. Es wire also vorstellbar 
gewesen, da es sich hinsichtlich der Folgen der Frostwirkung im Rahmen 
der durch diese hervorgerufenen Aggregation- Desaggregation der Teilchen 
regelwidrig verhalt. 

Wir hatten bei unserer Untersuchung zwei Schwierigkeiten zu iiber- 
winden. Das von uns verwendete unzerlegte Casein (Hammarsten) ist 
infolge der bisher noch nicht erreichbar gewesenen Befreiung von Spuren 
von Fett® nur in Alkali léslich. Es eignet sich daher infolge der hierbei 
nachgewiesenen zwei verschiedenen Reaktionen, einer primaren Ionen- 
reaktion und einer sekundaren, das Protein allmahlich verandernden 
Reaktion®, nicht zur Heranziehung zu Diffusionsmessungen nach der von 


! J. Amer. chem. Soc. 52, 241, 701, 1930. — * Bull. Soc. Chim. Biol. 17, 
704, 1935. — 3% R. W.G. Wyckoff, J. Biscoe u. W. M. Stanley, J. of biol. 
Chem. 117, 57, 1987. — * Proc. Roy. Soc. London (B) 120, 422, 1936. — 
5 FF. Nord, Naturwiss. 24, 481, 1936. — ® Zeitschr. f. physiol. Chem. 
176, 76, 1928. Vgl. auch M. Beau, Ergebn. d. Enzymforschung 4, 190, 1935. — 
7 S. P. L. Sérensen, Kolloidzeitschr. 538, 110, 1930. — 8 Kon u. Funk, 
Bioehem. J. 18, 1238, 1924 9 G. Ettisch u.G. Schulz, diese Zeitschr. 239, 
48, 1931; Zeitschr. f. physik. Chem. 164 A, 97, 1933. 
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uns bisher gebrauchten Methode. Zum Nachweis der Folgen der Frostwir- 
kung haben wir uns daher einerseits der Bestimmung des Brechungsindex 
der aufgetauten Lésungen mit Hilfe eines Fliissigkeitsinterferometers, 
andererseits der Aufnahme von Absorptionsspektren unter Verwendung 
eines Quarzspektrographen bedient. 

Fiir die entgegenkommende Férderung der Untersuchung sei dem 
Reichskuratorium fiir Technik in der Landwirtschaft und der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft aufrichtig gedankt. Die I. G. Farbenindustrie 
Aktiengesellschaft, AGFA, stellte uns in dankenswerter Weise das erforder- 
liche photographische Material zur Verfiigung. Der eine von uns (Guido Um- 
bach) ist der I. G.-Chemikerhiife fiir die Erteilung eines Stipendiums dankbar. 


2. Verinderung der Diffusionskoeffizienten von Caseinlésungen. 


Die Diffusionskoeffizienten wurden, wie bereits mitgeteilt, bestimmt. 
In den friiheren Arbeiten ist diese Methode genau beschrieben worden, 
so daB an dieser Stelle nicht darauf eingegangen zu werden braucht. 

Da aber die alkalischen Caseinlésungen durch die Alkaliwirkung 
eine fortschreitende Veranderung erleiden und die Reaktionsprodukte 
waihrend der Diffusion die Durchmesser der Poren der Diffusionszellen 
veranderten, muBte vor und nach jeder Messung die Zellkonstante be- 
stimmt werden und das Mittel beider Werte als Zellkonstante in die 
Formel eingesetzt werden. 

Die hindurchdiffundierten Mengen Casein ‘sind besonders bei den 
niedrigen Konzentrationen so geringfiigig, daB keine nennenswerten 
Veranderungen der Brechungsindizes zu messen waren. Auch zeigte sich 
neben verschiedenen anderen Mangeln, daB die Diffusionskoeffizienten 
der alkalischen wie auch ammoniakalischen Caseinlésungen in keiner Be- 
ziehung zur Diffusionsdauer stehen, so daB aus den bereits angedeuteten 
Griinden die Diffusionsmethode bei Caseinlésungen nicht anwendbar ist. 

Es wurde z. B. eine 0,25 °,ige alkalische Caseinlésung einen halben Tag 
nach der Herstellung der Diffusion unterworfen, wobei die Diffusionszeiten 
2, 4, 6, 12 und 24 Stunden betrugen. Es ergab sich, daB die Abhangigkeit 
des Diffusionskoeffizienten von der Zeit, die in der Formel 

; I .@ 
D= kh 7000.0. 


zum Ausdruck kommt, fiir Caseinlésungen (siehe Tabelle 1) nicht besteht. 


Tabelle I. 





Diffusionsdauer | Zellkonstante PR... te peer erat 
2Std. | 0,177 42 17 0,319 16 
ae | 0,122 67 14 0,090 86 
= 0,170 12 25 0,150 01 

ke 0,125 79 18 0,039 93 
ae 0,119 82 45 0,047 55 
bei g = 20 und E = 2268. 
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Weiterhin wurde die Veranderung des Diffusionskoeffizienten derselben 
0,25 °oigen Caseinlésung, die bei einer Temperatur von 15°C aufbewahrt 
wurde, nach verschiedenen Zeitabstanden bei einer Diffusionsdauer von 
2 Stunden gepriift (siehe Tabelle IT): 


Tabelle II. 





Aufbewahrungszeit To ae Inter- Diffusions- 
nach Herstellung Zellkonstante ferometerwert koeffizient 
Sofort 0,177 42 17 0,319 16 
Nach 21 Std. 0.12340 | 9 0,117 52 

ei 016094 | 12 0,204 37 


Desgleichen zeigte die Diffusion einer 0,1 °,igen ammoniakalischen 
Caseinlésung, mit der erst 2 Tage nach der Herstellung gearbeitet wurde, 
die Unbrauchbarkeit dieser Methode zur Bestimmung des Diffusions- 
koeffizienten von Caseinlésungen (siehe Tabelle ITT): 


Tabelle III. 





PDE CRS, Zallkanc _ Inter- Diffusions- 
Diffusionsdauer Zellkonstante Stominbarw Get koeffizient 
2 Std. 0,159 61 22 | 0,970 88 
a2 0,142 55 22 0,433 54 
Os 0,121 23 $1 0,905 02 


bei q = 20 und FE = 868. 


3. Interferometeranalyse von ungefrorenen Caseinlésungen. 


Da sich auf Grund obiger Ausfiihrungen die Diffusionsmethode bei 
alkalischen Caseinlésungen als ungeeignet erwies, wurde der Brechungs- 
index der verschiedenen Caseinlésungen direkt interferometrisch be- 
stimmt. Allerdings lieBen sich Lésungen, deren Gehalt an Casein 0,25 °, 
iibersteigt, nach dieser Methode wegen des begrenzten Mefbereichs 
unseres Interferometers nicht mehr messen. Hier kénnte vielleicht 
als Ergiinzung die viskosimetrische Bestimmung einsetzen, die bei den 
niedrigen Konzentrationen jedoch kaum meBbare Unterschiede geben 
diirfte. 

Die interferometrische Bestimmung des Brechungsindex von Casein- 
lésungen, die in einem Fliissigkeitsinterferometer ausgefiihrt wurde, ist ver- 
haltnismaBig genau, indem die Fehlergrenze bei -+- 1 Skalenteil am Interfero- 
meter liegt. Um jedoch zuverlassige Ablesungen zu erhalten, ist es zweck- 
maBig, die Raumtemperatur nicht unter 20°C zu halten. Ferner muf das 
Warmwasser in der Interferometerkammer zur Erhaltung der optischen 
Durchlassigkeit méglichst taglich erneuert werden. Dieses Wasser ist, da 
bei 25° gemessen wird, vor dem Einsetzen der Kiivette auf etwa 26°C zu 
bringen. Nach dem Einsetzen mu8 mehrmals gut durchgeriihrt werden. 
Nach der ersten Ablesung ist nochmals gut durechzuriihren und erst der zu- 
letzt abgelesene Wert als maBgeblich zu betrachten. Rétliche Farbung auf 
der Skala ist ein Zeichen gréBerer Temperaturdifferenz von Kiivetteninhalt 
und Wirmwasser. Die ersten zwei bis drei Messungen eines jeden Tages sind 
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mit Vorsicht aufzunehmen und meist zu verwerfen. Man beginne daher mit 
Losungen, die im UberfluB vorhanden sind. Mit jeder Lésung wurden drei 
Messungen ausgefiihrt und daraus das Mittel genommen. 


Abhdngigkeit des Brechungsindex von der Konzentration der Caseinlésungen. 

Der Brechungsindex von mit Natronlauge hergestellten Casein- 
lésungen! ist nicht proportional der Konzentration, sondern liegt 
von 0,1 °,igen Lésungen an aufwarts héher. Diese Tatsache kann damit 
erklart werden, daB wir es unter der Einwirkung des Alkali mit einer 
Spaltung des Caseinsystems zu tun haben im Sinne der sogenannten 
Sekundarreaktion, die durch eine Dehnung der dispersen Phase einge- 
leitet wurde (siehe Tabelle LV): 


Tabelle IV. 





Interferometerwert 


Casein- Na OH- — ae — Mehrbetrag 
koupentration | Keasentration | “FOUN | bereshinet 

a b a b 
0,001 0,0001 n 7 7 7 — _ 
0,01 0,0010 n 70 70 70 _- — 
0,10 0,0026 n 755 759 700 + 55 + 59 
0,20 0,0049 n 1551 1554 1400 + 151 + 154 
0,25 0,0060 n 1963 1970 1750 + 213 + 220 


Der Mehrbetrag des Brechungsindex ist in Wirklichkeit bei den 
héheren Konzentrationen noch gréBer, da ja hier das Natriumcaseinat 
weniger dissoziiert sein mul. 

Ist nun die Erscheinung des héheren Brechungsindex von Casein- 
l6sungen im erérterten Konzentrationsbereich wirklich auf eine Spaltung 
durch die Alkaliwirkung zuriickzufiihren, die auch zu einem Auftreten 
von Ammoniak fiihren kann, dann mu® dieser Mehrbetrag bei Auflésung 
von Casein in Ammoniak im Sinne des Massenwirkungsgesetzes herab- 
gedriickt werden, was durch nachfolgende Versuchsdaten tatsachlich 
belegt werden konnte (siehe Tabelle V): 


Tabelle V. 





Interferometerwert 





Casein- NH, OH- aie - yer Mehrbetrag 
58 “Oe Konzentration bees ance: ewan aera eee aes, |p er Saye eee 
a b a b 
0,001 0,0001 n 5 4 8.2 ae was 
0,01 0,0010 n 82 82 82 — — 
0,10 0,0026 n 810 812 820 — 10 —8 
0,20 0,0049 n 1635 1637 1640 — 5 —3 
0,25 0,0060 n 2050 2051 2050 + 0 +1 


1 M. Fischenich u. M. Polanyi, Kolloidzeitschr. 36, 275, 1925. Zur 
Zuriickdrangung der auftretenden Hydrolyse wurden unsere Lésungen mit 
den jeweils erforderlichen Mengen n/10 NaOH-Lésung versetzt. 
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Die 0,001 °%ige Lésung nimmt eine Sonderstellung ein, wie sich tiber- 
haupt die Caseinlésungen dieser Konzentration in den meisten Fallen 
abweichend verhalten. Es wurde daher eine 0,01 %ige Loésung bei 
Berechnung des Mehrbetrages zugrunde gelegt. 

Bemerkenswert ist beim Vergleich der alkalischen mit den ammoni- 
akalischen Caseinlésungen, da letztere nach Abzug der Werte fiir 


i : die entsprechenden 
Tabelle VI. I 





Vergleichslésungen 


Casein- Interferometerwert des gelisten Caseins einen hoéheren Bre- 
konzentration ; se eipaee ‘ , 
in %/o in NaOH in NH,OH chungsindex, somit 
0,001 7 5 also mehr Bestand- 
0,01 70 82 teile aufweisen, was 
0,10 156 810 aus Tabelle VI_her- 
0,20 1554 1635 seniiaiid 
0,25 1963 2050 vorgent. 


Es ware zu erwarten, daB die alkalischen Caseinlésungen starker 
dissoziiert sind und daher einen héheren Brechungsindex haben. Das 
Umgekehrte ist aber der Fall. 


Haltbarkeit der Caseinlésungen. 

Um die Veranderungen infolge der schon erwahnten Sekundar- 
reaktion auszuschalten, wurde mit sémtlichen Messungen erst 2 Tage 
nach der Herstellung begonnen. Es zeigte sich auch, daB nach dieser 
sogenannten Karenzzeit die alkalischen Caseinlésungen ziemlich haltbar 
waren. Eine Ausnahme bilden die ammoniakalischen Lésungen, die sich 
bereits nach 3 Tagen so stark verandern, da Messungen nach dieser 
Zeit zwecklos sind. (Uber die Haltbarkeit gefroren gewesener Lésungen 
im Vergleich zu ungefrorenen siehe weiter unten.) 


4. Versuchsausfiihrung bei Anwendung der Kryolyse. 


Die Ausfiihrung der interferometrischen Messungen geschah in der 
Weise, da die entsprechenden ungefrorenen und der Frostwirkung aus- 
gesetzten Caseinlésungen zu mdglichst derselben Zeit gemessen wurden. 
Untersucht wurden Lésungen folgender Konzentrationen in Prozenten: 
0,001, 0,01, 0,10, 0,20, 0,25. Die gefrorenen Lésungen wurden bei Zimmer- 
temperatur aufgetaut, anschlieBend sofort im Thermostaten auf 25°C 
gebracht und gemessen (Auftauzeit etwa 2 bis 3 Stunden). Die Frostwir- 
kung bestand in einer Vorkiihlung entweder von etwa | Stunde bei Anwendung 
der Temperaturen von — 17, —~ 23 und — 30°C oder von etwa 2 bis 
3 Stunden bei Anwendung der Temperaturen von — 8 und — 4°C in Luft 
bzw. in einer Kaltemischung oder einer Gefrierdauer von 2 Stunden 
bzw. 3 bis 4 Tagen in Luft im Tiefkiihlschrank bei allen Temperaturen. Als 
Kaltequellen bei den Soleversuchen wurden verwendet fiir -— 8° ein Ge- 
misch von 27 Teilen Bariumchlorid und 73 Teilen Eis, fiir — 17° eine Eis- 
Kochsalzmischung, fiir — 23° eine Mischung aus 8 Teilen Ammoniumchlorid, 
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) Teilen Natriumehlorid und 62 Teilen Eis. Die Soleversuche wurden an- 
stellt, um die Wirkungen in der hierdurch erzielten unterschiedlichen 
(iefriergeschwindigkeit zu demonstrieren. 

Der Interferometerwert der Caseinlédsungen setzt sich zusammen aus 
dem Wasserwert des Interferometers, dem Wert der reinen Lésungsmittel, 
sowie dem der Caseinate mit ihren Umwandlungsprodukten. Der Wasser- 
wert sowie der Interferometerwert fiir die NaQH- (NH,OH-) Lésungen 
wurde fiir die einzelnen Konzentrationen durch entsprechende Vergleichs- 
ldsungen experimentell bestimmt und in Abzug gebracht, so dafi also in den 
Tabellen nur die Werte fiir die reinen Caseinatl6sungen nebst ihren Spalt- 
produkten in Erscheinung treten. Die Werte fiir die Vergleichslésungen sind 
in Tabelle VII zusammengestellt. 


Tabelle VII. 





Interferometerwert fiir die 


wanton | TOR Vergleichslosungen 
in %J9 Konzentration NaOH NH,OH 
0,001 0.0001 n 52 44 
0.01 0,0010 n 4Y 83 
0,10 0,0026 n 182 101 
0,20 0,0049 n 269 136 
0,25 0,0060 n 341 156 


Die alkalischen und ammoniakalischen Caseinlésungen gefrieren 
oberhalb — 17°C sehr langsam aus, so dab bei den héheren Tem- 
peraturen auf Versuche mit 2 Stunden Gefrierdauer verzichtet werden 
mubte. 

Grundlegend mu festgestellt werden, dap alle der Frostwirkung aus- 
gesetzten Caseinldsungen eine Verdnderung des Brechungsindex nach dem 
Auftauen zeigen, was im Sinne der friiheren Arbeiten iiber Kryolyse als 
eine Erscheinung der Aggregation-Desaggregation aufgefaBpt werden mup. 

Die bei 30, 23 und 17°C der Frostwirkung 2 Stunden in 
Luft ausgesetzten alkalischen Caseinlésungen zeigen nach dem Auf- 
tauen einen héheren Brechungsindex als die entsprechenden unge- 
frorenen Lésungen, und zwar nimmt die prozentuale Erhéhung mit 
zunehmender Konzentration betrachtlich ab. Bei — 30° tritt zwischen 
der ?/,,- und 1/,% igen Lésung ein Ubergang der Desaggregation in 
Aggregation ein (Tabelle VIII). Wahrend bei lyophilen Kolloiden der 
Ubergang der konzentrationsbedingten Desaggregation-Aggregation an 
eine verhaltnismabig breite Zone gebunden war, schrumpft sie im 
Falle des unzerlegten Caseins stark zusammen. Lin wesentlicher Unter- 
schied in der Verdnderung der Brechungsindizes durch die Erhéhung 
der Gefriertemperatur war nicht feststellbar. 

Die ammoniakalischen Lésungen zeigen bei gleicher Behandlung 
und Gefriertemperatur insofern einen Unterschied, als vor allem bei 
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Tabelle VIII. 
& 2 Std. Luft gefroren 2 Std. Sole gefroren 3 Tage Luft gefrore: 
5 = Kon- Un- ate i i 3 % iad 4 3 
ES | zen- — ge- Des- Boner Des- Deo- Des- | Des 
25 tration froren| Wert | aggre- ol Wert |aggre- el Wert |aggre- egpre 
~ © gation .o fo gation * % gation a Py 
Casein in Natronlauge gelost. : 
0,001; 7! 9 + 2) +29 1 \(- 6) . 
° 0,01 | 70, 75) +5) + 7,1 700 ; 
& ) 0,10 | 755 762 + 7 + 0,95 758 (+ 3) \ 
| 0,20 1551 1554 + 3/ + 0,20 1560 + 9/4 0.59 
0,25 1963 1955 — 8 — 0,45 1952 -11\- 0,55 B 
0,001! 38 8/+0/] oO 1 (- 2) 5B) + 2 |+40,0 : 
~ | 0,01 67 71 41+ 6,28 68} + 1/+ 1,45 74) 4+ 7 (4103 ir 
110,10 | 758) 765/.+ 7|+ 0,94 || 761; + 3) + 0,89 | 767) + 9/+ 1,17 f 
| | 0.20 1549 1558 +9) + 058 1855 +6 + 0,82 1558 + 9 + 0,58 
0.25 1959 1964 + 5 + 025 1956-3 — 0151968 +9 +049 f 4 
0001: 7 8) +1/4148 8141 4143 7 0] 0 L 
= | 0,01 70 72) + 214+ 29 73/+ 3) + 4,3 76, + 6 '+ 8,57 L 
2 0,10 759| 761) + 2) + 0,27 | 764; + 5) + 0,72 | 766, + 7 \+ 0,92 is 
| | 0.20 1554 1558 + 4 + 0,28 1560/+ 6 + 0,40 1563 + 9 + 0.59 
0,25 |1970 1975 + 5/4 0,25/1975) + 5 — 0,25 1977 + 7/+ 0,35 " 
(| 0,001 5 5| + 0 5|+ 0 
_ | 001 69 72/+8/+ 492] 78/4 4/+ 698 — 2 
x} 010 | 759 764, +5 + 0,64 | 766 +7 +080 — F 
| 0,20 | 1558 1562+ 4 + 0251567 +9 +058 FY 
0,25 1967 '1972' + 5 | + 0,25 11975 + 8/+ 0,40 . 
0,001. 5 7 + 2/440,0 a 
" | 0.01 69 76| + 7 1+10,1 In 
+ 0,10 759 770; +11 |+ 1,4 K 
| 0,20 1554 1573 +19 + 1,22 
0,25 1962 1970 +8 041 
Casein in Ammoniak gelost. ei 
0,001; 4! 8) +4/+ 500 6 fi 
a 0,01 | 82) 87, +5/+ 6,09 87 . 
ce \ 0,10 812 819 + 7/+ 0,86 819 Ww 
| | 0.20 | 1637 1647 +10 + 0,60 1654 
0,25 | 2051 | 2062 +11 + 0,53 2071 7 
; ~ a A 
0,001 2 4 + 2 +100 5| + 3 +150 5 
me | 0,01 62 75. +13 /+ 21,0 77| +15 |+ 24,1 || 69 ul 
~- 0,10 796 805, +9 (+ 1,11) 807) +11 + 1,37] 799 Wi 
| 0.20 1627 1639 +12 + 0,68 1644 +17 + 0,98) 1640 de 
0.25 2052 2062 +10 + 0,45 2070 +18 + 0,81) 2062 
ril 
. . . . + . . e a Li 
den niedrigen Konzentrationen unter der Frostwirkung eine viel starkere 
Desaggregationeintritt. AuBerdem zeigten die bei — 17° gefroren gewesenen 5. 
Loésungen eine bedeutende Erhéhung des Brechungsindex gegeniiber den ge 
bei — 30° gefrorenen. Nach den Erfahrungen mit den alkalischen 
Lésungen ist dies kaum auf den Temperaturunterschied zuriickzufiihren. lu 
sondern wird vielmehr durch die gréBere Unbestandigkeit der ammoniaka li 


lischen Caseinlé6sungen hervorgerufen. di 
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Die Versuchsreihe mit den in Kaltemischungen vorgekiihlten Lésungen 
sollte Aufklaérung dariiber bringen, ob die Verainderung der der Kryolyse 
unterworfenen Caseinlésungen in Abhangigkeit von der Gefriergeschwin- 
digkeit steht. Die Versuchsreihe bei 23°C deutet darauf, daB die 
Desaggregation bei dieser Temperatur durch schnelleres Gefrieren in 
vermindertem Mabe auftritt. Die Versuchsreihe —- 17° C zeigt aber das 
Gegenteil. Letzteres findet vielleicht seine Erklirung im folgenden: 
Bei einer Frosttemperatur von — 17° C reicht die Zeit von etwa 1 Stunde 
Vorkiihlung und 2 Stunden Ge- 
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Abb. 3d. Verlauf der Brechungsindizes bei 0,25 °%!9igen Caseinlisungen nach dem Gefrieren 
bei — 4°, 8° und 179, 


so daB die gemessenen Werte als eine Resultante aus Desaggregation, 
Reversibilitat und Spaltung erscheinen. 

In den Reihen 4, 8 und — 17°C (Abb. 3a bis 3d) scheint die 
Auflockerung des Caseinsystems infolge der Frostwirkung nicht mehr 
so stark ausgepragt zu sein, so dab in den niedrigen Konzentrationen 
sogar die Reversion tiber eine Aggregation bis zur Koagulation sichtbar 
wird, wahrend bei den héheren Konzentrationen infolge des Neben- 
einanders von Reversion und Spaltung das Kurvenbild scheinbar den 
Charakter einer stabilen Lésung zeigt. 

Verwickelter liegen die Verhaltnisse bei den Versuchen mit 3 bis 
4 Tagen Gefrierdauer. Die Reversion, ja die Koagulation iiber die 
Phase der Aggregation hinaus ist bei Anwendung héherer Cefrier- 
temperaturen gut feststellbar. Dieser Fall ist um so beachtlicher, weil 
er klar zeigt, da die bei den lyophilen Kolloiden beobachtete Kon- 
zentrationsabhangigkeit der Desaggregation- Aggregation bei einem lyo- 
phoben Kolloid verschwinden kann. Das heiBt mit anderen Worten: Eine 
einmal wahrend 3 bis 4 Tagen bei — 2° gefroren gewesene Lésung des 
Caseinsystems von z. B. 0,1 oder 0,2°, weist nach dem Auftauen eine 
meBbare Desaggregation der Teilchen auf, die aber umkehrbar zu sein 
und nach Erreichung des Ausgangspunktes in einzelnen Fallen nicht nur 
in Aggregation iberzugehen, sondern bis zur Koagulation! fortzuschreiten 
scheint. Einen weiteren Beleg fiir die Umkehr bietet ein Vergleich der 

30°- mit der — 23°-Reihe. Wahrend die — 23°-Reihe noch die Vorgange 
der Desaggregation, Umkehr und anschlieBender Spaltung zeigt, fehlt bei 
der — 30°-Reihe die durch die Frost wirkung hervorgerufene Erscheinung 
der Desaggregation, ja der Brechungsindex liegt in einigen Fallen sogar 
unterhalb des entsprechenden der ungefrorenen Lésung. Wir kénnen 


O. M. v. Ranke-Abonyi u. F. F. Nord, Kolloidzeitschr. 58, 199, 1932. 
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lann nur ein nachfolgendes Ansteigen des Brechungsindex feststellen, 
us dem auf eine Spaltung zu schlieBen ist. Da kaum anzunehmen ist, 
lab eine Temperaturdifferenz von 7° C ausnahmsweise den Vorgang der 
Desaggregation unterbindet, so darf man wohl daraus dic Folgerung 
ziehen, daB die Reversion (Aggregation) der unter der Frostwirkung 





desaggregierten Kolloidteilchen wahrend des yr 
\uftauens und Anwarmens der Lésungen sehr x 48 
schnell vonstatten geht, so daB die Desaggre- R 
gation nicht mehr meBbar ist. ile 
Die ammoniakalischen  Caseinlésungen . ae 
unterliegen einer fortschreitenden Veranderung, . 
die wohl auf eine Spaltung des Ammonium- = 
caseinats zuriickzufiihren ist. Im Gegensatz zu 5 
den alkalischen Lésungen ist iiberdies bemerkens- — ~ gs 
wert, daB ein Riickgang der Brechungsindizes 
der 2 Stunden in Luft gefroren gewesenen 1660 
Lésungen auf den Wert der ungefrorenen 
Lésungen nicht eintritt. Auch zeigen sie dem- aad 
zufolge bei einer Gefrierdauer von 3 Tagen bei : 
- 30°, unter gleichen Bedingungen gefroren, ” 
ein den alkalischen Lésungen entgegengesetztes on 
Verhalten (vgl. Abb. 4). 
1640 
6. Spektralphotometrische Untersuchung 
alkalischer Caseinlésungen. 635 











1? y - Se 
Aus den vorhergehenden Abschnitten kann ungefroren 
entnommen werden, da die TeilchengréBen- — —2.5¢d in Luft gefroren 


+ ‘ «aes . es uf gefroren 
veranderung der gefrorenen Caseinlésungen eine 3igm Luft ge 


Umkehr erfahren kann. Auch aus diesem Abb. 4. Verlauf der 
; : e Brechungsindizes bei 
Grunde muBte von der in den friiheren Ar- einer 0,2/oigen, am- 


moniakalischen Ca- 
‘ . 2 seinlésung nach dem 
Stunden erstreckenden Diffusionsmethode Ab- Gefrieren bei — 30°. 


beiten angewandten und_ sich iiber mehrere 


stand genommen werden. Es lag daher der 

Gedanke nahe, ein Verfahren zu verwenden, das Aussicht bot, den 
jeweiligen augenblicklichen Zustand des Dispersitatsgrades der Losungen 
festzuhalten. 

Spektralphotometrische Aufnahmen an Caseinl6sungen sind in 
neuerer Zeit auBer von Svedberg (|. ¢.) u. a. auch von Groh und Handk! 
bzw. Itoh? gemacht worden. Die Aufnahmetechnik mit dem /Hilger- 
schen Spektrographen kann als bekannt vorausgesetzt werden. 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 190, 178, 1930. —- ? J. Biochem. (Japan) 
24, 283, 1936. 
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Das Aufnahmeverfahren wurde so gehandhabt, daB auf ein und der 
selben Platte unmittelbar untereinander die Spektren der ungefrorenen und 
der gefroren gewesenen Lésungen zu legen kamen. Durch dieses Vorgeher 
wird verhindert, dab eventuell zu erwartende Unterschiede in den Spektren 


0,1 %/ sige Caseinlisung. 


5. 


Abb. 





dureh etwa unfreiwillige geringe Abweichungen im Entwicklungs- oder 
Fixiervorgang beeintrachtigt werden. Bei der Entwicklung der Aufnahmen 
konnten wir uns u.a. einiger praktischer Winke von Caspersson? bedienen. 
Die verwendeten Lésungen hatten die Konzentrationen von '/49, 7/45 
und 1°. Der py-Wert lag bei 6,8, 7,2 und 7,4 und anderte sich 


1 Skandinav. Arch. f. Physiol. 48, Suppl.-Nr. 8, 78, 1936. 
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nter dem Einflu®B des Frostes nur innerhalb der Fehlergrenzen der 
Nontrolle. 

Die ungefrorenen und gefroren gewesenen Losungen wurden unmittelbar 
intereinander in der gleichen Quarzkiivette (Schichtdicke: 10mm) bei 


0,2 °/oige Caseinlisung. 


Abb. 6. 





gleichbleibenden Belichtungszeiten dem Strahlengang der als Licht quelle ver- 
wendeten Wasserstofflampe ausgesetzt. Das Auftauen der gefrorenen 
Lésungen erfolgte wie in den iibrigen Versuchen in Luft bei Zimmer- 
temperatur. Um ein Beschlagen der Kiivette durch Luftfeuchtigkeit zu ver- 
hindern, wurde auf die Temperierung der aufgetauten Lésung besonders 
geachtet. Bei Verwendung von Lésungen im genannten py-Bereich weisen 
die Spektren in Ubereinstimmung mit den vorgenannten Arbeiten ein 
charakteristisches Absorptionsmaximum auf, das bei etwa 276 mu liegt. 
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Dariiber hinaus wurde beobachtet, daB zwischen zwei Spektren, die vor 
ungefrorenen bzw. gefroren gewesenen Lésungen herriihrten, Schwarzungs 
unterschiede im gesamten Spektralbereich, besonders ausgepragt aber in 
Gebiete der maximalen Absorption, vorhanden sind. Mit einer seitens de: 
Physikalisch-Technischen Reichsanstalt in’ dankenswerter Weise aus 
gefiihrten mikrophotometrischen Registrierung konnten diese Unterschied 
quantitativ dargestellt werden. 


Die Abb. 5 und 6 zeigen je zwei Photometerkurven von zwei 
Losungsspektren, die einer ungefrorenen bzw. einer gefroren gewesener 
alkalischen Caseinlésung entsprechen. Die Konzentrationen betrugen !/,, 
und 7/,,°. Die jeweils untere Kurve entspricht dem Spektrum der der 
Frostwirkung ausgesetzten Lésung. Diese Vertikalverschiebung der 
Kurve gegen die Nullinie (nach unten) deutet auf eine Veranderung der 
am Absorptionsvorgang beteiligten Anzahl der Teilchen. Wie die 
parallel mit diesen Versuchen angestellte Interferometeranalyse ergab, 
liegt diese Veranderung im Sinne einer Desaggregation, d. h. unter 
dem EinfluB des Frostes findet eine Verkleinerung der Teilchen 
und damit eine Verminderung ~ihres Absorptionsvermégens _ statt, 
so dap das Spektrum der gefroren gewesenen Lésung im Absorptions- 
gebiet dunkler erscheint und somit die zugehérige Photometerkurve 
zwangslaufig der Nullinie der Grundlinie 100°, Sehwarzung 
naiher riickt. 


Im entgegengesetzten Sinne liegen die Verhaltnisse bei einer 
1°. igen Lésung. Hier ist die Photometerkurve, die der gefroren ge- 
wesenen Lésung entspricht, vertikal nach oben verschoben, was im 
Sinne der obigen Betrachtungsweise auf eine Verminderung der am 
Absorptionsvorgang beteiligten Anzahl der Teilchen schlieBen laBt. Die 
Interferometeranalyse hat die so ermittelte Aggregation bestatigt. 


7. Zusammenfassung. 


In Ubereinstimmung mit den friiheren Arbeiten, aber unter An- 
wendung anderer Methoden, hat sich unter Benutzung von alkali. 
schen bzw. ammoniakalischen Lésungen von unzerlegtem Casein 
(Hammarsten) bestatigen lassen, daB der Dispersitatsgrad der Casein- 
teilchen unter dem EinfluB des Frostes und in Abhangigkeit von der 
Konzentration erhéht oder verringert werden kann. Die im Temperatur- 
bereich von — 4 bis — 30°C ausgefiihrten Messungen, die auch die Er- 
mittlung des Einflusses der Gefriergeschwindigkeit und der Gefrier- 
dauer zum Ziele hatten, fiihrten zu der Feststellung, daB die bei lyophilen 
Kolloiden und beim Myosin unter Anwendung der Kryolyse ermittelte 
Regel von der Desaggregation-Aggregation kolloider Teilchen auch im 
Falle des Caseins giiltig ist. Ohne auf diese Frage an dieser Stelle zur 
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Jeit naiher einzugehen, sei gleichzeitig darauf hingewiesen, da Anhalts- 
ounkte fiir die Vermutung vorliegen, dab der Entstehungsmechanismus 
ler Desaggregation-Aggregation primar itiber die Phase der Aggrega- 
tion geht. 


Das weitere Ergebnis der Untersuchung wirft erneut die Frage auf, 
in welchem Mabe die von Svedberg aus Sedimentationsgeschwindigkeiten 
ermittelten TeilchengréBen als Normalzahlen fiir Molekulargewichte 
der Proteine, die fiir Biochemie und Physiologie von grundlegender 
Bedeutung sind, an Hand der hiesigen Befunde einer Nachpriifung 
standhalten wiirden. Die Zahlen von Svedberg fuBen, wie wir wissen, 
auf der Annahme, daB in Lésung befindliche Proteinmolekiile hydrat- 
wasserfrei sind. Adair und Adair haben dagegen, wie bereits erwahnt, 
auf Grund der von ihnen vorgenommenen Bestimmungen der Dichte 
von Proteinkristallen den Nachweis erbringen kénnen, dak die vor- 
genannte Annahme nicht zutrifft. Die Kryolyse gibt uns andererseits 
ein einfaches Verfahren an die Hand, mit dessen Hilfe wir den Dis- 
persitatsgrad von kolloiden Teilchen in Abhangigkeit von ihrer Kon- 
zentration willkiirlich aber nachweisbar und im allgemeinen irreversibel 
verandern kénnen: dariiber hinaus haben wir gleichzeitig durch Auf- 
nahme der Absorptionsspektren von gefroren gewesenen Caseinlésungen 
den zusatzlichen Nachweis erbracht, das eine Verdinderung der 
chemischen Struktur unter der Einwirkung des Frostes nicht  ein- 
getreten ist. Abgesehen davon, dal} hier die Veranderung von Teilchen- 
gréBen durch photometrische Auswertung von Aufnahmen der Absorp- 
tionsspektra | gemessen wurde, ergibt sich die Aussicht auf die 
Moglichkeit, in Ubereinstimmung mit den Uberlegungen und Befunden 
von Svedberg und Pihlblad', da®B die Errechnung von Molekulargewichten 
auf Grund von Teilchengr6éBenbestimmungen, die die Ermittlung von 
Sedimentationsgeschwindigkeiten zur Grundlage hatten, infolge der 
Veranderlichkeit der TeilchengréBendurchmesser zur Festsetzung be- 
liebiger Normalzahlen fiihren kann. 


Die Befunde von der durch Frostwirkung hervorgerufenen irre- 
versiblen Desaggregation-Aggregation lyophiler und lyophober Bio- 
kolloide stehen, unabhangig von der voéllig verschiedenen Natur der 

" P P ¥ ° ° P é 
verwendeten Energieart, in ( bereinstimmung mit der interessanten 
Anwendung des Ultraschalles bei der Erzeugung disperser Metall- 
zustande ®. 


1 Zeitschr. f. physik. Chem. 67, 249, 1909; 74, 513, 1910. — ? Vgl. u. 
a. Langevin, Brit. Patent Nr. 145691. R. W. Wood u. A. L. Loomis, Philos. 
Magazine (7) 4, 417, 1927: O. Brandt, H. Freund u. BE. Wiedemann, Kolloid- 
zeitschrift 77, 103, 1936. 
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Gleichzeitig liefern die mitgeteilten Versuche die Grundlage zw 
Verstaindnis der Beobachtungen der Praxis!, daB caseinhaltige Leben: 
mittel bei Kiihlhaltung bei zu tiefen Temperaturen (etwa unter — 17° ( 
nach beendeter Kiihllagerung eine geringere Haltbarkeit aufweisen als 
solche, die oberha!b von 17°C gelagert wurden. Die Erklaruny 
dirfte indem Umstand zu suchen sein, daB die weitergehende Veranderuny 
des Dispersitatsgrades der kolloiden Caseinteilchen bei zu tiefen Tem- 
peraturen den spiiteren enzymatischen und ahnlichen Umwandlungen 
infolge Auflockerung des Caseinmolekiils eine leichter angreifbare Ober 
fliche verschafft. 


1 Vol. BE. Fuld u. J. Wohlgemuth, diese Zeitschrift 5, 118, 1907. 
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Uber die Bildung von Vitamin C 
mit iiberlebenden Gewebsschnitten im Reagensglas. 
Von 
F. Widenbauer und K. Koschorreck. 


(Aus der Kinderklinik der Staatlichen Akademie fiir praktische Medizin 
zu Danzig.) 


(Eingegangen am 29. April 1937.) 
I, 


Allgemein wird heute angenommen, da nicht nur die Pflanze, 
sondern auch das Tier zur Bildung von Vitamin C befahigt ist. Eine 
Ausnahme davon machen der Affe und das Meerschweinchen, welche 
ebenso wie der Mensch an Skorbut erkranken kénnen. Organe von Maus 
und Ratte enthalten noch nach monatelanger Fiitterung mit vitamin-C- 
freier Kost Ascorbinséure. Als Ausgangsstoffe dafiir kommen wegen 
ihrer chemischen Verwandtschaft mit Ascorbinsiure Hexosen in Frage. 
Tatsachlich wird sie im chemischen GroBbetrieb auch aus Trauben- 
zucker dargestellt. Die biologische Bildung von Ascorbinsaure jedoch 
ist trotz zahlreicher Untersuchungen im einzelnen noch nicht geniigend 
klargestellt. 


Die Vitamin-C-Bildung im Pflanzenreich wurde vor allem am Keimling 
untersucht und festgestellt (Guha und Gosh, Johnson, Weselkin, Ljubimenko, 
Bulgakowa und Iljin, Strohecker). Die Versuche von Ray, welcher Erbsen- 
keimlinge auf Nahrbéden unter Zusatz verschiedener Kohlehydrate 
ziichtete, sprechen fiir eine Bildung von Vitamin C aus Mannose. Herman 
und Fodor beobachteten eine Zunahme des Reduktionsvermégens einer 
Kultur der Pilzgenossenschaft ,,kombucha‘* bei Zusatz von Trauben- und 
Rohrzucker. 

Fiir den tierischen Organismus jedoch sind die Verhaltnisse noch 
weniger geklart. Von den verschiedenen Untersuchern wird angenommen, 
da8 Hexosen das Ausgangsmaterial fiir die Bildung von Vitamin C sind. 
Harde und Wolff fanden bei C-frei ernahrten Mausen den C-Gehalt des 
Darms und der Leber gréBer als den anderer Organe. Doch kann daraus 
noch nicht auf die Bildung in diesen Organen geschlossen werden. Der 
gleiche Einwand trifft die Versuche von Kalnins sowie von Hopkins, Slater 
und Millikan. Letztere bestimmten den Ascorbinséuregehalt von Leber 
und Darm bei Ratten auf einseitiger Kohlehydrat-, Fett- oder EiweiBkost. 
Da bei Kohlehydratkost der Vitamingehalt in Darm und Leber rasch 
anstieg, nehmen sie eine Bildung nach Kohlehydrat in diesen Organen an. 
Zu anderen SchluBfolgerungen jedoch kam Zilva, welcher die Arbeiten nach- 
priifte. Nach ihm ist der beobachtete Ascorbinséureanstieg in Leber und 
Darm unter den ungewohnten Ernahrungsbedingungen auf Veranderungen 
des Trockengewichts zuriickzufiihren und eine Bildung bei den durch die 
einseitige Ernahrung schwer geschadigten Tieren (Gdematéser Darm, fettig 
degenerierte Leber) unwahrscheinlich. Scheunert und Schieblich konnten 
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jiingst feststellen, da die Ascorbinséiuresynthese im Rattenorganismu 
unabhangig von irgendwelchen Bestandteilen der Kost vor sich geht, und 
zwar bis zum Tode. 

Sehr beachtet wurden die Mitteilungen von Guha und Gosh, wonach 
Rattenleberbrei bei Zusatz von Mannose innerhalb 3 Stunden einen Anstieg 
des Reduktionsvermégens gezeigt haben soll, nicht aber Affen- und Mee: 
schweinchen-Leberbrei. Hingegen soll die Leber des Meerschweinchen 
embryos noch diese Fahigkeit besitzen, die mit zunehmendem Wachstum 
schwindet. Nach Guha und Gosh sollen gravide Meerschweinchen und ihre 
Féten nicht an Skorbut erkranken, was allerdings Mouriquand, Coeur wnd 
Viemois nicht bestitigen konnten. (Es wird ja auch die Behauptung von 
Rohmer und Bezssonoff, daB der menschliche Saéugling in den ersten drei 
extrauterinen Monaten Vitamin C bilden kénne, ziemlich allgemein ab 
gelehnt.) Die indischen Forscher berichteten weiter, daB es ihnen gelungen 
sei, das Enzym (Mannosedehydrase), das diese Umwandlung bewirken 
sollte, darzustellen und weiter, daB 5 Stunden nach intravenéser Injektion 
von Mannose oder Glucose bei der Ratte ein Anstieg der Ascorbinsaéure in 
den Organen erfolge. 

Diese Ergebnisse konnten v. Euler, Gartz und Malmberg nicht bestatigen. 
Die Oxydation der Ascorbinséure versuchten sie dabei durch Arbeiten in 
Stickstoffatmosphaére zu verhindern. In den Versuchen mit Rattenleber- 
und -gehirnbrei war nach 3 Stunden eine Abnahme des Dichlorphenol- 
indophenolverbrauchs eingetreten; der Zusatz von Mannose konnte also 
die Abnahme von Ascorbinséure nicht verhindern. Bei der Dehydrierung 
von Glucose und Mannose entstanden die entsprechenden Saéuren. Beide 
Hexosen werden durch Glucosedehydrase des Gehirnbreis gleich schnell 
dehydriert; eine Spezifitat fiir Manngse liegt demnach nicht vor. Eine 
enzymatische Dehydrierung in der Leber miiBte durch ein von der Hexose- 
dehydrase verschiedenes Enzymsystem bewirkt werden. 

Auch Ammon und Grave konnten keine Bildung von Ascorbinséure aus 
Mannose durch Rattenleberbrei beobachten, vielmehr eine Abnahme des 
Reduktionsvermégens mit der Versuchsdauer. Einzelne Versuche, in 
welchen eine Zunahme beobachtet worden war, halten sie in Anbetracht 
der zahlreichen negativen Ergebnisse fiir nicht verwertbar. 


Eine Reihe von Zelleistungen, insbesondere sogenannte ,,Aufbau- 
synthesen‘* (Schuler) konnen nur von lebendem Gewebe, nicht aber von 
toten Gewebsbreizellen vollbracht werden. Diirfen wir zwar die Bildung 
von Ascorbinsaiure aus Hexosen chemisch nicht eigentlich als Synthese 
betrachten, so stellt sie doch biologisch einen Aufbau dar, indem aus 
minder wertvollen Substanzen ein fiir das Leben unerlaBlich not- 
wendiger Stoff, ein Vitamin, entsteht. Nicht mit Unrecht diirfen wir 
daher wohl annehmen, daB eine solche Leistung vielleicht nur die 
lebende Zelle vollbringen kann. 

Aus solchen Erwagungen heraus haben wir die Bildung von Vitamin C 
aus Hexosen mit iiberlebenden Gewebsschnitten von Ratte und Maus 
naher studiert. Dabei treten zu den methodischen Schwierigkeiten, 
die das Arbeiten mit tiberlebenden Gewebsschnitten an sich mitbringt, 
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noch weitere, die sich aus der leichten Oxydierbarkeit, bakteriellen 
Zerstérbarkeit und der unspezifischen Nachweisreaktion der Ascorbin- 
siure ergeben. Bei vollkommenem AusschluB8 von Sauerstoff muB das 
Gewebe rasch absterben; die Oxydation der Ascorbinsaéure lat sich 
daher nur durch verkiirzte Versuchsdauer einschrinken. Durch die 
gleiche MaBnahme kann man die Zerst6rung durch Bakterien, die be- 
sonders bei den Versuchen mit Darmschnitten eine Rolle spielt, etwas 
aufhalten. Nach Stepp und Schréder zerstéren Colistimme Vitamin C. 
Zudem vermehren sich diese und andere Bakterien in den Haupt- 
versuchen, welchen Zucker zugesetzt ist, rascher als in den Kontrollen 
ohne Zuckerzusatz und zerstéren in ersteren daher mehr Ascorbinsaure, 
was zu einer bedeutenden Beeintrachtigung positiver Ergebnisse fiihren 
muB. Durch Vornahme vergleichender Keimzaihlungen zu Beginn und 
nach Beendigung der Versuche lieB sich tatsachlich erweisen, dab 
besonders in den Hauptversuchen ein auBerordentlich starkes Bakterien- 
wachstum stattfand. Es scheint demnach wenigstens bei den Darm- 
versuchen von vornherein als héchst zweifelhaft, zu irgendwie verwert- 
baren Ergebnissen zu kommen. 

Wir haben daher in einer Versuchsreihe durch Zusatz von 
Toluol die bakterielle Zerstérung auszuschalten und die Luftoxydation 
der Ascorbinséure einzuschrianken versucht. So wird ein vollkommen 
steriles Arbeiten erméglicht, andererseits muB aber auch mit einer 
verkiirzten Lebensdauer der Gewebsschnitte gerechnet werden. 

Die Ascorbinséiure wurde jodometrisch bestimmt. Wir zogen diese 
Art der Bestimmung, obgleich sie die unspezifischere ist, den anderen 
vor wegen des scharferen Endpunktes, der bei den zu erwartenden 
geringen Unterschieden im Ascorbinsdiuregehalt von Haupt- und 
Kontrollversuch eine wichtige Rolle spielt. Es ist auBerdem anzunehmen, 
daB das Mittitrieren anderer Substanzen in beiden Versuchen gleich- 
maBig erfolgt. Zudem wiirde die noch antiskorbutisch wirksame oxy- 
dierte Form der Ascorbinséure bei den anderen Titrationsmethoden 
ganz entgehen, bei der jodometrischen aber nur teilweise. 

Eine weitere Schwierigkeit, zu eindeutigen Ergebnissen zu gelangen, 
liegt darin, daB z. B. Leber an sich schon Kohlenhydrate enthalt, aus 
denen sich Ascorbinsaure bilden kénnte. Ein weiterer Zuckerzusatz zur 
Suspensionsfliissigkeit wird daher die Vitamin-C- Bildung nicht wesent- 
lich fordern kénnen. 

II. 


Es wurde nach den fiir das Arbeiten mit tiberlebenden Gewebsschnitten 
gebrauchlichen Regeln verfahren. Verwendet wurden mannliche und 
weibliche Mause und Ratten, die 24 Stunden gehungert hatten. Magen und 
Darm waren dann leer. Auf die Fahigkeit, Vitamin C zu bilden, wurden 
folgende Organe (z.T. auch in Kombination) untersucht: Darm, Leber, 
Milz, Magen, Lunge, Herz, Niere, Gehirn; ferner von den Hexosen: Glucose, 
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Mannose sowie Sorbit, das eine Zwischenstufe bei der chemischen Synthes: 
darstellt. 

Die Tiere wurden durch Dekapitation getétet, die frischen Gewebs 
schnitte rasch auf der Analysenwaage gewogen, in Ringerlésung gewascher 
und in geschwarzten Kélbchen im Wasserbad bei 38 bis 41° geschiittelt, 
der Kontrollversuch in Ringerlésung, der Hauptversuch in Ringerlésung mit 
Zucker oder mit isotonischer Zuckerl6sung. Schiitteln in Pufferl6sung ode: 
Zusatz von Methylenblau als Wasserstoffakzeptor brachten keine Vorteil 
Wir vermieden spater auch, der Ringerlésung feste Hexose zuzusetzen (mit 
der wir anfangs scheinbar positive Ergebnisse erhielten), um die Isotonie 
nicht zu stéren und die Versuchsbedingungen in Haupt- und Kontrol! 
versuch mdéglichst gleich zu gestalten. Nach Beendigung der = zeitlich 
variierten Schiittelung wurde vom Gewebe abgegossen, der Hauptteil 
(5cem) abpipettiert, mit Schwefelsiure angeséiuert, mit Starkelésung 
versetzt und mit n/100 Jodlésung rasch bis zum Auftreten einer eine Vierte! 
minute anhaltenden Blaufarbung titriert. Bei den Darmversuchen ver- 
wendeten wir Diinndarm, der in gleiche Stiicke geteilt wurde, die 
nur in einzelnen Versuchen der Lange nach aufgeschnitten wurden. 
Da die oberen Diinndarmabschnitte sich bisweilen etwas C-reiche1 
als die unteren erwiesen, wurden sie in folgender Reihenfolge ver 
wendet: Kontroll-, Haupt-, Kontrollversuch usw. Auch dadurch tritt 
wiederum eine Benachteiligung fiir die Hauptversuche ein, die sich aber 
nicht vermeiden laBt. Die einzelnen Darmkontrollen stimmen daher nicht 
immer streng miteinander iiberein. Zusammengehoériger Haupt- und 
Kontrollversuch stammten stets von dem gleichen Tier aus einander benach 
barten Gewebsteilen. Die einzelnen miteinander vergleichbaren Kontrol! 
versuche stimmten in ziemlich geringer Schwankungsbreite tiberein. DaB 
die in den Hauptversuchen erfolgende C-Neubildung iiberhaupt iiber das 
Mas der mittleren Schwankungsbreite der Versuchsungenauigkeiten hinaus 
gehen wiirde, ist gar nicht ohne weiteres zu erwarten. Es wurden daher auch 
die Summen der Differenzen aus den einzelnen Haupt- und Kontroll 
versuchen in positiver und negativer Richtung gebildet und einander gegen 
iibergestellt. Auf diese Weise ist ein guter Uberblick tiber das Gesamt- 
ergebnis der zahlreichen eimzelnen Versuche zu erhalten. 

Bei den zahlreichen zweifelhaft oder ergebnislos ausgefallenen 
Versuchen wollen wir auf eine Wiedergabe der Protokolle verzichten. 
Bei den Hauptversuchen, welchen 30 mg fester Hexose zugesetzt 
worden war, erhielten wir oft scheinbar positive Ergebnisse, d. h. einen 
Zuwachs an reduzierender Substanz gegeniiber dem Leerversuch bei 
Verwendung verschiedener Organe. Wir méchten aber diesen Befunden 
keinen Wert beimessen. Als wir dann in den Hauptversuchen isotonische 
Zuckerlésungen verwendeten, fielen samtliche Versuche durchweg 
negativ aus; die Versuche mit Darmschnitten hatten unregelmabige 
. . . . . . e% . . 
Ergebnisse, die mit anderen Organschnitten zeigten Ubereinstimmung 

‘ s : aa 
von Haupt- und Leerversuch. Es erwies sich also, dai die eingangs 
erérterten methodischen Schwierigkeiten und Fehlerquellen eindeutige 
Versuchsresultate unméglich machen. Das gilt insbesondere fiir die 
Darmversuche, bei welchen ein ungeheures Bakterienwachstum statt- 
findet. Das zeigt folgender Versuch: 
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Zu je 0,2 g Mausediinndarm wurden zugesetzt: 1. 6 cem Ringerlésung, 
2, 4eem Ringer- + 2cem isotonischer Glucoselésung, 3. und 4. wie 1. 
ind 2., jedoch mit Zusatz von 2cem Toluol. Nach anfanglichem kurzen 
Schiitteln in Wasser von 0° wurden 0,2 cem entnommen und damit Agar- 
platten angelegt. Dann wurde bei 38° weiter 40 Minuten geschiittelt und 
mit 0,2 eem wieder Platten angelegt. Nach zweitagiger Bebriitung wurden 
auf den Platten von Ansatz | bei Versuchsbeginn 50 und am Ende 520 Keime 
gezahlt, wahrend auf den Platten von 2. unzaihlbare Kolonien aufge- 
treten und die von 3. und 4. absolut steril geblieben waren. Mit diesen 
Bakterien beimpfte zuckerhaltige Ascorbinséurelésungen zeigten Abnahme 
des Vitamingehalts. 

Das Versagen der Versuche ist aus diesen Umstanden allein ge- 
niigend erklarlich. Wir haben daher nur mehr Versuche unter Toluol- 
zusatz angesetzt, die durch Ausschaltung der genannten Fehlerquellen 


eindeutigere Ergebnisse zeigten. 


Versuche. 45 Minuten Versuchsdauer. 


Mausegewebsschnitte. 





1. 0.2 ¢ Diinndarm 4ceem isotonische Gluecose- + 2cem Ringerlésung 
2cem Toluol. 
Jodverbrauch eem Ditferenz Hauptversuch/Kontrollversuch 
Hauptversuch Kontrollversuch 
0.35 0.25 0,10 
0,27 O15 0,09 
0,22 0,13 0,09 
0,22 0,23 0.01 
+ usw. 


Summenergebnis | 
aus allen ausge- } 6,39 5,42 1.18 0,21 
fihrten Versuchen 





2. 0.22 Leber + 4 cem isotonische Glucose- 2 cem Ringerlésung 2 ecem 
Toluol oder + 2 cem isotonische Glucose 4eem Ringerlésung. 
Jodyerbrauch cem Differenz Hauptversuch/Kontrollversuch 
Hauptversuch Kontrollversuch 
0.19 0.19 ; 
0,19 0,19 — 
018 018 einem 
0,18 0,19 0,01 | lier 
+ usw 


Summenergebnis 
aus allen ausge- ‘ 2,91 2.95 0,07 0,08 
fiihrten Versuchen 
3. 0.2 g Lunge 
4. 0,05 g Milz 
5. 0,2. g Magen 
6. 0,05 ¢ Gehirn 


ergaben in den wie oben angestellten Versuchen Uber- 
einstimmung in Haupt- und Kontrollversuchen, also 
keine Differenzen. 
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Rattengewebsschnitte. 
7. 0,2 g¢ Diinndarm + 4ccm Ringer- + 2ecem isotonische Glucoselésuny 


2cem Toluol. 








Jodverbrauch cem Differenz Hauptversuch/Kontrollversuch 
Hauptversuch Kontrollversuch + — 

0,32 0,30 | 0,02 
0,26 0,26 
0,24 0,20 0,04 
0,23 0,20 0,03 
0,25 0,20 0,05 

+ 0,29 0,25 0,04 


Summenergebnis 

aus allen ausge- / 1,59 1,41 0,18 0,00 
fihrten Versuchen } 
8. 0,3 g Leber | ergaben in den wie oben angestellten Versuchen Ube: 
9. 0,08 g Milz | einstimmung von Haupt- und Kontrollversuchen. 


Es erfolgte also nur in den Hauptversuchen mit Diinndarm ein 
Zuwachs an reduzierender Substanz, was aus der unterschiedlichen 
Summe der Differenzen zwischen Haupt- und Kontrollversuchen, die 
weit auberhalb der erlaubten Schwankungsbreite liegen, gefolgert 
werden darf. Bei den Versuchen mit den anderen Organen waren die 
positiven und negativen Differenzen,einander fast gleich und gering. 
Diese Versuche mit 2 ccm Toluolzusatz gaben also eindeutigere Ergeb- 
nisse, die, wie wir glauben, nicht auf Versuchsfehlern beruhen diirften. 

Ist dieser Zuwachs an reduzierender bzw. jodometrisch bestimm- 
barer Substanz auf Bildung von Ascorbinséure zuriickzufiihren? Dafiir 
spricht, da in den Versuchen mit den anderen Organschichten kein 
solcher Zuwachs auftrat und auch nicht in den mit Diinndarmschnitten 
vom Meerschweinchen, das ja nicht zur C-Bildung befahigt ist. 


Versuch. 
0,.2g¢ Meerschweinchendiinndarm + 4ccem_ isotonische Glucosel6sung 
+ 2ceem Ringerlésung + 2 cem Toluol. 











Yasar Jodverbrauch ccm Differenz Hauptversuch/Kontrollversuch 
dauer == a a a 
Min. Hauptversuch | Kontrollversuch + | _ 
45 0,19 0,18 0,01 | benachbarte 
0,18 0,20 0,02 | Darmstiicke 
0,13 0,12 0,01 | benachbarte 
0,15 0,13 0,02 | Darmstiicke 
0,25 0,23 0,02 
0,20 0,24 0,04 
0,13 0,14 0.01 
+ O15 0,18 0,05 
Summe aller | 1.36 1.42 0.06 0.12 


Versuche | 
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Diese Ergebnisse stehen also im Einklang mit der Tatsache, daB 
das Meerschweinchen Vitamin C selbst nicht bilden kann, und erharten 
weiter die Vermutung, da die Bildung von Vitamin C bei Maus und 
Ratte im Diinndarm aus Glucose erfolgt. Die Nebennieren wurden 
daraufhin nicht weiter untersucht, da sich wegen ihrer geringen Grobe 
bei Maus und Ratte damit keine einwandfreien Versuche anstellen 
lassen. — Weitere Untersuchungen sind in Angriff genommen. 

Wenn wir noch eine grobe Schatzung der GréBe der taglichen 
Bildung von Vitamin C bei der Maus anstellen, dann kommen wir auf 
Grund des in den Hauptversuchen erzielten Mehrverbrauchs an Jod von 
durchsehnittlich 0,05 cem n/100 Jodlésung zu einer Zahl von rund 5,7 mg 
(0,2 g Darm ist der vierte Teil des ganzen Diinndarms, Schiitteldauer 
45 Minuten), die nur ein ganz grober orientierender Wert, der allerdings 
biologisch méglich erscheint, ist. 


Zusammenfassung. 


Uber Ort und Ausgangsmaterial der Vitamin C-Bildung im tieri- 
schen Organismus ist trotz zahlreicher Untersuchungen am lebenden 
Tier und mit Gewebsbrei noch nichts Sicheres bekannt. Die Ergeb- 
nisse der Arbeiten von Guha und Gosh werden allgemein abgelehnt. 

Es wurde daher versucht, durch Anwendung iiberlebender Gewebs- 
schnitte von Maus und Ratte unter Zusatz von Hexose in vitro der 
Lésung dieser Frage naher zu kommen. Dabei begegneten wir groben 
methodischen Schwierigkeiten, die naher studiert wurden. SchlieBlich 
konnten Versuchsergebnisse erzielt werden, die eine Bildung von 
Vitamin C aus Glucose im Mause- und Rattendiinndarm méglich er- 
scheinen lassen. 

Literatur. 

Ammon u. Grave, Zeitschr. Vitaminforsch. 5, 185, 1936. — H. v. Euler, 
C. Gartz u. M. Malmberg, diese Zeitschr. 282, 399, 1935. — Guha u. Gosh, 
Nature 134, 739, 1934; 135, 234, 1935; 135, 871, 1935; Current Sci. 2, 390, 
1934; 3, 251, 1935. —- Harde u. Wolff, C. r. Soc. Biol. 116, 288, 1934. 


Hopkins, Slater u. Millikan, Biochem. J. 29, 2803, 1935. — V. Kalnins, 
Upsala Lak. 41, 355, 1935. — G@. Mouriquand, A. Coeur u. P. Viennois, 
Nourrisson 24, 144, 1936. —- Ray, Biochem. J. 28, 996, 1934. —- Rohmer u. 


Bezssonoff, Arch. Diss. Childh. 10, 319, 1935; Bull. Acad. Med. 61, 1, 1934. — 
A. Scheunert u. M. Schieblich, Zeitschr. f. physiol. Chem. 246, 272, 1937. — 
W. Schuler, Klin. Wochenschr. 1935. 8. 606. —- Stepp u. Schréder, ebenda 
1935, I, S. 147. — Strohecker, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 70, 76, 1935. — 
Weselkin, Ljubimenko, Bulgakowa u. Iljin, Ber. Physiol. Ref. 86, 70. - 
S.S.Zilva, Biochem. J. 29, 1612, 1935; 30, 857, 1936. 











Chitin bei Mikroorganismen. 
Bemerkungen zu der Richtigstellung von Rippel*. 
Von R. S. Hilpert. 


(Aus dem Institut fiir Chemische Technologie der Technischen Hochschul 
Braunschweig.) 


(Einge gangen am Ze: d pril 1937. } 


Die Richtigstellung von Rippel gibt mir den AnlaB, zu der unter seine: 
Leitung entstandenen Arbeit von M. Schmidt ,,Makrochemische Unter 
suchungen iiber das Vorkommen von Chitin bei Mikroorganismen‘! Stellung 
zu nehmen, was mir bei Abfassung unserer Arbeit tiber die Zusammen 
setzung der Pilze aus aéuBeren Griinden nicht méglich war?. 

Der Sinn unserer Arbeit ist augenscheinlich von Rippel miBverstanden 
worden. Wir sind davon ausgegangen, daB nach der Literatur das Chitin 
ein wesentlicher Bestandteil der Pilzsubstanz ist. So faBt Karrer das Ergeb 
nis der bisherigen Forschungen in folgender Weise zusammen: ,,Das pflanz 
liche Chitin, das mit dem tierischen identisch oder sehr nahe verwandt ist, 
haben fast gleichzeitig Gilson und Winterstein in Pilzen, deren Zellwande 

bildet, entdeckt*'*®. Wenn eine Stibstanz die Zellwande bildet, so mul 
sie in ihnen in erheblichen Mengen vorhanden sein. Wenn sie aber nur in 
wenigen Prozenten nachgewiesen wird, so kann man nicht davon sprechen, 
da sie ,,die Zellwande bildet**. Wie sehr die Ansicht, daB Chitin die Geriist 
substanz der Pilze sei, bei der Abfassung der Schmidtschen Arbeit mit 
gewirkt hat, zeigt die Bemerkung im AnschluB an die Untersuchung des 
Fomes fomentarius (S. 257): ,,Héchstwahrscheinlich ist das Chitin nicht 
die einzige Geriistsubstanz, sondern es werden noch cellulosedhnliche 
Bestandteile am Aufbau des Geriistes beteiligt sein.“‘ Bei diesem Pilz waren 
nur 1 bis 1,5°,, Chitin festgestellt worden. Mir scheint die Feststellung, 
daB es nicht die einzige Geriistsubstanz bildet, nicht nur héchstwahr- 
scheinlich, sondern sehr sicher zu sein4 

In unserer eigenen Ver6ffentlichung haben wir nun geschrieben, dati 
der Stickstoffgehalt der Pilze sehr wahrscheinlich nieht vom Chitin herriihrt. 
was mit den Ergebnissen von Schmidt durchaus tibereinstimmt. Die unte1 
suchten Pilze enthielten 5—7°, Gesamt-Stick-toff, wahrend die Chitin- 
Gehalte vielfach unter 1°, liegen, nur in ganz wenigen Ausnalimen auf 
3—5° steizen. Von dem Gesamt-Stickstoffgehalt ist also nur derjenize 
Anteil auf Chitin zuriickzufiihren, der dem geringen Gehalt an diesem 
Bestandteil entspricht. Auf die Gesamtsubstanz berechnet bedeutet die- 
also 0,06—-0,1 % Chitin-Stick-toff, nur in einem Falle steizt diese Zalh! 
auf 0,25%. Ich begreife daher nicht, warum Rippel zu unserer Folgerung 
so energisch Stellung nimmt. 


* Diese Zeitschr. 290, 444, 1937. 1M. Schmidt, Arch. f. Mikrobiol. 
7, 241, 1936. — ? Die Mitteilung von Schmidt ist mir durch das Zentra] 
blatt erst bekannt geworden, als unser Manuskript bereits abgesandt war. 
3 Karrer, Einfiihrung in die Chemie der polymeren Kohlehydrate, S. 25 
Leipzig 1925. — * Im iibrigen besitzt der von Schmidt erhaltene Riic estan 
den N-Gehalt des Chitins. Da Cellulose der Einwirkung  verdiinnte: 
Laugen und Sauren widersteht, miiBte sie bei der Darstellung des Chitins 
ebenfalls zuriickbleiben. Also kann in dem Pilz keine Cellulose vor 
handen gewesen sein. 
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Fernerhin haben wir die Pilze anders aufgearbeitet als Scholl! und 
Schmidt. Rippel nimmt an, daB dies aus Unkenntnis der bisherigen Literatur 
geschehen sei. Wir haben aber diese Methoden deswegen nicht angewandt, 
weil wir unsere eigenen fiir richtiger halten. Diese Auffassung haben wir 
auch im Text ganz klar begriindet. Schmidt hat seine Pilze in folgender 
Weise behandelt: Drei- bis viermaliges Auskochen, abwechselnd mit 1 °,iger 
Salzsiure und 5- bis 10°.iger Natronlauge, jedesmal 1 bis 2 Stunden im 
Dampftopf. Diese Behandlung wird dariiber hinaus so lange wiederholt, 
wie das Filtrat noch gefirbt bleibt. ZweckmaBig wiirde hierbei erlautert, 
warum die Kochung mit Saéure iiberhaupt eingeschaltet wird, und ob sie fiir 
die Gewinnung reinen Chitins notwendig ist, denn es geht nach unseren Er- 
fahrungen schon mit Natronlauge fast alles in Lésung. Hierauf folgt nun 
die Phase der Verarbeitung, auf die Rippel besonderen Wert legt, namlich 
eine Oxydation mit Permanganat, nach der wieder eine Behandlung mit 
Salzsiure folgt. Der abgeschiedene Braunstein geht bei der Einwirkung 
von Salzséure unter Bildung von Chlor in Lésung, so da also zwei Reak- 
tionen mit oxydierender Wirkung aufeinander folgen. In anderen Fallen 
hat Schmidt die Behandlung mit Permanganat regelmaBig in die Kochungen 
mit Lauge oder Saure eingeschaltet. 

Wir haben die Oxydation und Chlorierung iiberhaupt vermieden, da 
bei der Behandlung von Flechten mittels Chlor ein Abbau erfolgt (vgl. 
unsere Verd6ffentlichung 8.182). Wir haben auch nur mit Natronlauge 
gearbeitet, und zwar aus folgendem Grund: Wenn Chitin gegen verdiinnte 
Laugen bestandig ist, so muB es schlieBlich bei fortgesetzter Behandlung 
mit diesen zuriickbleiben. Wenn nun alles bis auf wenige Prozente in 
Losung geht, kann héchstens soviel Chitin vorhanden sein, wie dieser Menge 
entspricht. Dureh die Einschaltung des Oxydationsvorganges wird die 
Ausbeute an Chitin sicher nicht vermehrt. Da der ohnehin geringe Riick- 
stand zu wenig Stickstoff enthielt, konnte er nur teilweise aus Chitin be- 
stehen. Damit war er fiir unsere Arbeit ohne Interesse. 

Rippel verweist ferner auf eine Arbeit von Behr, der im Aspergillus 
20°, Chitin gefunden hat. Nun gehért das Auskochen mit Natronlauge 
nicht zu den schwierigen Operationen, bei denen geringe Abweichungen von 
der Vorschrift zu ganz verschiedenen Ergebnissen fiihren. Jedenfalls hat 
sich unser Aspergillus fast ganz in Natronlauge gelést. Er hat also, wenn 
iiberhaupt, nur ganz geringe Mengen Chitin enthalten, woran auch die 
Tatsache nichts andert, daB wir nicht oxydiert haben. 

Welche Beweise hat nun Schmidt gebracht, um seine Priparate als 
Chitin zu identifizieren? Zunachst fallt bei den Analysenzahlen auf, dab 
der Stickstoffgehalt in vielen Fallen sich von dem ,,theoretischen‘* Gehalt des 
Chitins weit entfernt. Die Zahlen schwanken zwischen 4 und 6,5°,. In chemi- 
scher Hinsicht besteht die ,,[dentifizierung** in einer Hydrolyse mit Salz- 
siure, bei welcher Glucosamin erhalten wurde. Dieser Nachweis geniigt 
aber nicht. Chitin ist ein Acetylderivat des Glucosamins mit 22,5°, Acetyl. 
Solange die Essigsaéure nicht bestimmt ist, kann der Nachweis nur fiir den 
Gehalt an Glucosamin als gefiihrt angesehen werden®. In den Analysen- 


1 BE, Scholl, Monatsh. f. Chem. 29, 1023, 1908. 2 Dasselbe gilt fiir 
die Arbeit von Zechmeister und Toth (Zeit-ehr. Phy-iol. Chem. 2238, 53, 
1934), deren Untersuchungen sich auf die Darstellung von Chitobiose und 
Chitotriose beziehen, nicht auf den Nachweis von Chitin selbst, fiir das 
im iibrigen keine Ausbeuten angezeben werden. Auch fehlt die quan- 
titative Bestimmuny der E:ssigsaure. 
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zahlen der Schmidtschen Arbeit findet sich neben der Angabe des Gesamt- 
stickstoffs eine weitere Zahl fiir EiweiBstickstoff, der nach Barnstein be- 
stimmt wurde. Diese Methode beruht darauf, da8 die auf Eiwei® zu unter- 
suchende Substanz mit einer Lésung von Kupfersulfat gekocht wird, die 
vorher mit einer unzureichenden Menge Natronlauge versetzt wurde. Das 
Protein verbindet sich mit dem abgeschiedenen Kupferhydroxyd, in welchem 
der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt wird. Ohne besondere Angabe ist 
nicht verstandlich, wie diese Methode zur Bestimmung des EiweiBgehalts 
in Pilzen angewandt werden kann. Kocht man diese mit der erwahnten 
Fliissigkeit, so werden ihnen die léslichen Stickstoffverbindungen entzogen. 
Der unlésliche Anteil der Pilzsubstanz, der mengenmaBig bei weitem iiber- 
wiegt, bleibt im Riickstand und wird bei der Stickstoffbestimmung mit- 
erfaBt. Die unter EiweiBstickstoff angegebenen Zahlen beziehen sich dahe 
nur auf den Anteil des Stickstoffs in der Pilzsubstanz, der in Wasser un- 
léslich ist. Es kann aber in keiner Weise davon die Rede sein, daB hier die 
Gegenwart von Proteinen qualitativ oder gar quantitativ nachgewiesen ist. 
Ich erwahne das ausdriicklich, damit nicht aus der Schmidtschen Arbeit 
von anderer Seite die Folgerung gezogen wird, daB der Verfasser wirk- 
lich das Vorhandensein von Proteinen festgestellt hat. 

Zum SchluB teilt Schmidt noch ein neues Verfahren zur Isolierung von 
Chitin mit. Es beruht darauf, daB die Pilzsubstanz in eiskalter Salzsaure 
gelost und aus dieser Lésung mit Soda oder Natronlauge ausgefallt wird. 
Auch hier folgt wieder eine Nachbehandlung des Produktes mit Natron- 
lauge, Salzsiure und Permanganat. Irgendein Nachweis, da8 Chitin ent- 
steht, wird in der Arbeit nicht gebracht. Die Léslichkeit in kalten konz. 
Sauren ist eine Eigenschaft, die man bei hochmolekularen Kohlenhydraten, 
wie z. B. bei der Cellulose, haufig antrifff. Aus den Lésungen scheiden sich 
beim Verdiinnen mit Wasser oder Neutralisieren Niederschlage ab, die als 
Cellulosedextrine bekannt sind. Dasselbe gilt jedenfalls auch fiir die Zell- 
winde der Pilze, und erst nach Bestimmung aller Bestandteile laBt sich 
beurteilen, ob sich die Zusammensetzung bei diesem Lésungsvorgang iiber- 
haupt geandert hat. 

Die Arbeit von Schmidt muB noch in wesentlichen Punkten erginzt 
werden wenn die Folgerungen, die Rippel aus dieser Arbeit zieht, zu Recht 
bestehen sollen Aber selbst dann stehen sie nicht in Widerspruch mit 
unserer Arbeit. 
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Zur Methodik der Mikrojodbestimmung in biologischem 
Material. 
Antwort an H. Lihr und H. Wilmanns!?. 
Von 
Helmut Doering. 
(Aus der Universitatskinderklinik Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 12. Mai 1937.) 


1. Die Behauptung Léhrs und seines Mitarbeiters: ,,Somit stehen nicht 
nur wir, sondern fast alle Jodanalytiker, die langere Zeit selbst Mikrojod- 
analysen ausgefiihrt haben, auf dem Standpunkt, da die Genauigkeit der 
Jodtitration mit Thiosulfatlésung bei 0,2 » ihre Grenze erreicht*’, ist ebenso- 
wenig zu verstehen wie ihre urspriingliche Behauptung, nach der alle Jod- 
analytiker der Auffassung sein sollten, daB 0,4 y Jod bereits innerhalb der 
Fehlergrenze der Titrationsmethode liegen. Schittenhelm schreibt gar nichts 
iiber die Titration, sondern sagt in den von LéAr und seinem Mitarbeiter 
zitierten Satzen nichts anderes, als da die Methode von Fellenberg ihre 
Verwendbarkeit verliert, wenn man in organischen Materialien — es handelt 
sich an der betreffenden Stelle bei Schittenhelm um den Jodgehalt des 
Zwischenhirns — Mengen unter 0,5 » Jod zu bestimmen versucht. Wenn 
Sturm schreibt ,,. . . daB noch bis zu 0,2 y eine Jodtitration ausgefiihrt werden 
kann‘*‘ und im vorangehenden Satz sagt: ,,Die Fellenbergsche Jodbestim- 
mungsmethode erméglicht noch eine exakt quantitative Bestimmung von 
0,5 y Jod*, so diirfte doch daraus klar hervorgehen, daB er nicht mit einem 
mittleren Fehler von 0,2 » rechnet. 0,2 sind von 0,5 40°,, und das ware 
doch wohl keine exakt quantitative Bestimmung. Wenn also Schittenhelm 
und Sturm der Ansicht sind, daB die Fellenbergsche Methode von 0,3 bzw. 
0,5 y Jod an verwendbar ist, dann wird man wohl auch mit der viel exak- 
teren Veraschungsmethode nach Carius (der Fehler bei der Veraschung 
ist hier = 0) 0,4 Jod im Blute noch bestimmen kénnen. Fehler von 
0,2 » kénnen bei Blutjodanalysen leicht vorkommen, wenn die Lésung bei 
der Titration nicht absolut frei von Spuren organischer Verunreinigungen 
ist, nicht aber, wenn die Lésungen absolut sauber sind. Reith (1), der Jod- 
titrationen mit vollkommen reinen Lésungen bis zu 0,2 y Jod veréffentlicht 
hat, bekommt einen mittleren Fehler von 0,03 y Jod! Diese Titrationen 
werden nicht aus Bequemlichkeitsgriinden mit einem auf !/j999 ccm ein- 
geteilten MeBinstrument vorgenommen, sondern deswegen, weil ein Arbeiten 
mit einer auf !/19) cem graduierten Biirette viel zu ungenau wire. 

2. (Zur Kritik an der Veraschung nach Carius.) Ich verweise auf das 
in meiner Arbeit unter ,,Bemerkungen* Gesagte. 

3. Der ,,wesentliche Unterschied** dafiir, ob man bei der Pfeifferschen 
Methode ,,die letzten Spuren organischer Reste iiber einer Sparflamme 


1 Betrachtungen zu Hilmar Wilmanns Arbeit: ,.Zur Methodik der 
Mikrojodbestimmung in biologischem Material.‘‘ Doering, diese Zeitschr. 
290, 272, 1937. Zur Methodik der Mikrojodbestimmung in biologischem 
Material. Antwort zur Kritik von Doering. Léhru. Wilmanns, diese Zeitschr. 
290, 275, 1937. 
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beseitigt‘‘, oder ob man so vorgeht, wie ich das angegeben habe, besteht 
darin, daB in ersterem Falle ganz fehlerhafte, im letzteren aber die richtigen 
Jodwerte erhalten werden. Die letzten Spuren organischer Reste — es 
handelt sich um relativ noch groBe Verunreinigungen — kénnen eben durch 
eine Sparflamme nicht beseitigt werden. Wenn Lohr und sein Mitarbeiter 
das Wiederfinden von Jodzusitzen bei der offenen Veraschung Leiperts 
als Beweis fiir die Richtigkeit ihrer Analysen ansehen, so ist nicht einzu- 
sehen, warum fiir sie das Wiederfinden von Jodzusitzen bei der offenen 
Veraschung Fellenbergs keine Beweiskraft haben soll, zumal sie ja auch 
heute die Richtigkeit der Fellenbergschen Blutjodwerte und der von mir 
angegebenen Ursache fiir ihre zu hoch gefundenen Werte anerkennen. 

4. Zur Frage der Bromwasseroxydation bei Blutjodbestimmungen 
moéchte ich noch bemerken, daB bei Analysenfliissigkeiten, die vor der 
Titration noch durch Kohlepartikel verunreinigt sein konnten, kein Unter- 
schied zwischen Chlor- und Bromwasser gemacht werden kann, da dann 
beide Oxydationsmittel véllig unbrauchbar sind. 


Literatur. 


1) Reith, diese Zeitschr. 216, 259, 1929. — Ubrige Literaturangaben 
vergleiche ebenda 290, 276, 1937. 











